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“Toda coragem precisa 
De um medo para existir. 
Uma estranha dependência 
Complicada de sentir. 
A coragem de levantar 







O Diabetes mellitus é uma doença crônica, complexa, heterogênea e 
multifatorial, está associado a elevada morbimortalidade e é caracterizado por 
hiperglicemia resultante da produção insuficiente, secreção defeituosa, ação 
irregular ou resistência de tecidos alvo ao hormônio insulina, produzido pelas 
células β do pâncreas. O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma desordem 
complexa associada a processos autoimunes resultantes de fatores ambientais 
e genéticos. O DM1 afeta indivíduos em idade precoce (crianças e adolescentes) 
e sua incidência tem aumentado entre adultos com idade superior a 18 anos. O 
DM1 é uma doença poligênica e variações genéticas presentes nos genes MMP-
2 (rs2285053 e rs243865) e SUMO4 (rs237025) foram associadas à sua etiologia 
ou complicações. Este estudo objetivou avaliar parâmetros bioquímicos e os 
polimorfismos rs2285053 e rs243865 no gene MMP-2 e rs237025 no gene 
SUMO4 em um estudo tipo caso-controle constituído de uma amostra de 
crianças saudáveis e com diabetes mellitus tipo 1 de Euro-Brasileiros. O projeto 
teve aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFPR (CAAE: 
24676613.6.0000.0102). A genotipagem foi feita por meio da técnica de PCR-
RFLP. O alelo T do polimorfismo rs2285053 no gene MMP-2 foi associado à 
proteção ao DM1 no grupo controle (P=0,002). O polimorfismo rs243865 no gene 
MMP-2 não foi associado a risco ou proteção ao DM1, mas indivíduos portadores 
do alelo T (CT e TT) no grupo DM1 apresentaram maiores concentrações de 
HDL-colesterol (P=0,002) quando comparados aos portadores do genótipo CC. 
O alelo G e alelo A do polimorfismo rs237025 no gene SUMO4 foram associados 
à proteção e a risco para o DM1 (P<0,001), respectivamente. Os indivíduos 
portadores do genótipo GG deste polimorfismo apresentaram aumento do IMC 
no grupo DM1 (P=0,008). As frequências dos alelos de menor frequência dos 
polimorfismos em estudo foram comparadas com as de outras populações e, de 
forma geral, se assemelharam a de caucasoides e orientais. 
 






multifactorial, is associated with high morbidity and mortality and is characterized 
by hyperglycemia resulting from insufficient production, defective secretion, 
irregular action or resistance of target tissues to the hormone insulin, produced 
by β cells of the pancreas. Type 1 Diabetes mellitus (DM1) is a complex disorder 
associated with autoimmune processes resulting from environmental and genetic 
factors. DM1 affects individuals at an early age (children and adolescents) and 
its incidence has increased among adults over 18 years of age. DM1 is a 
polygenic disease and genetic variations present in the MMP-2 (rs2285053 and 
rs243865) and SUMO4 (rs237025) genes have been associated with its etiology 
or complications. This study aimed to evaluate biochemical parameters and the 
rs2285053 and rs243865 polymorphisms in the MMP-2 gene and rs237025 in the 
SUMO4 gene in a case-control study consisting of a sample of healthy children 
with type 1 diabetes mellitus from Euro-Brazilians. The project was approved by 
the UFPR Research Ethics Committee (CAAE: 24676613.6.0000.0102). 
Genotyping was performed using the PCR-RFLP technique. The T allele of the 
rs2285053 polymorphism in the MMP-2 gene was associated with protection to 
DM1 in the control group (P = 0.002). The rs243865 polymorphism in the MMP-
2 gene was not associated with risk or protection for DM1, but individuals with 
the T allele (CT and TT) in the DM1 group had higher concentrations of HDL-
cholesterol (P = 0.002) when compared to those with the genotype CC. The G 
allele and the A allele of the rs237025 polymorphism in the SUMO4 gene were 
associated with protection and risk for DM1 (P <0.001), respectively. Individuals 
with the GG genotype of this polymorphism showed an increase in BMI in the 
DM1 group (P = 0.008). The frequencies of the less frequent alleles of the 
polymorphisms under study were compared with those of other populations and, 
in general, they were similar to Caucasians and Orientals. 
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O Diabetes mellitus (DM) é uma doença heterogênea, complexa e 
multifatorial que resulta de secreção ou ação insulínica defeituosa levando à 
hiperglicemia crônica, a qual é extremamente danosa aos órgãos e sistemas, 
podendo levá-los a uma perda parcial ou total de função (ADA, 2017; SBD, 
2018). 
Etiologicamente, ele pode ser classificado em duas formas principais: tipo 
1, uma destruição autoimune de células β das ilhotas pancreáticas, que reduz a 
eficiência da produção de insulina, ou, tipo 2, quando a insulina é produzida de 
forma regular, mas secretada de maneira anormal associada à resistência no 
desempenho de suas funções fisiológicas (MALECKAS et al., 2015) 
O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) geralmente ocorre no início da vida, mas 
pode afetar indivíduos em praticamente qualquer idade. Estudos 
epidemiológicos estimam uma prevalência de 1 caso em 300 crianças nos 
Estados Unidos, com um aumento na incidência de 2% a 5% anualmente em 
todo o mundo (MAAHS et al., 2010). A responsabilidade diária, o gerenciamento 
clínico e a vigilância necessários para manter as concentrações plasmáticas de 
glicose dentro dos intervalos de normalidade, para evitar as complicações 
agudas (episódios hipoglicêmicos e cetoacidose diabética) e as complicações 
micro e macrovasculares a longo prazo, afetam significativamente a qualidade 
de vida e os custos públicos de saúde (GROUP et al., 2006; HAMMAN et al., 
2014). Dado o impacto expansivo do DM1, os estudos de pesquisa se 
aceleraram, objetivando melhor entendimento, gerenciamento e possível cura 
desta condição. Muitos avanços foram feitos nas últimas décadas a esse 
respeito, mas permanecem questões tais como: o porquê de certas pessoas 
desenvolverem DM1, mas não outras? Como exemplo a incidência discordante 
da doença entre gêmeos monozigóticos (GIWA et al., 2020). 
A destruição das células produtoras de insulina no pâncreas – pelo 
sistema imunológico adaptativo –, é promovida por uma interação, não 
completamente compreendida, entre a genética de um indivíduo e o meio 




Este tipo de diabetes é subordinado a participação de vários genes e a 
variabilidade genética é um caminho promissor para investigação dos 
mecanismos moleculares envolvidos no seu desenvolvimento. Polimorfismos 
nos genes MMP-2 e SUMO4 são potenciais candidatos a investigação de 
associação com DM1 devido sua influência direta sobre as proteínas codificadas 
por esses genes, cuja atividade é essencial para manutenção e viabilidade 
celular e tecidual. Ambas as proteínas têm intrínseca relação com processos 
fisiológicos e patológicos, como os de quadros inflamatórios e poderiam explicar 
– pelo menos em partes –, a complexa rede de desdobramentos que antecedem 
o estado hiperglicêmico do distúrbio (YANG, J. et al., 2010; MOHAMMAD; 
SIDDIQUEI, 2012; SINHA et al., 2016; ZHANG et al., 2017). 
O presente estudo objetiva investigar a possível associação entre 
polimorfismos de único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) 
na região promotora do gene da metaloproteinase de matriz 2/MMP-2 
(rs2285053 e rs243865) e região codificadora do gene da ubiquitina/SUMO4 
(rs237025) com a susceptibilidade ao DM1 e concentrações séricas de 






1.1.1. Objetivo geral  
 
Avaliar variações genéticas do tipo SNP nos genes MMP-2 e SUMO4 em 
crianças saudáveis e crianças com Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e a influência 
dessa variabilidade sobre parâmetros bioquímicos e antropométricos. 
 
1.1.2. Objetivos específicos  
 
• Determinar as frequências genotípicas e alélicas para os polimorfismos 
rs2285053 e rs243865 no gene MMP-2 em crianças euro-brasileira 
saudáveis e crianças com DM1. 
• Determinar as frequências genotípicas e alélicas para o polimorfismo 
rs237025 no gene SUMO4 em crianças euro-brasileira saudáveis e 
crianças com DM1. 
• Mensurar biomarcadores bioquímicos (controle glicêmico, perfil lipídico e 
nutricional e função renal) e MMP-2 sérica em crianças saudáveis e 
crianças com DM1. 
• Associar as variações genéticas com os biomarcadores bioquímicos e 













2. REVISÃO DE LITERATURA  
 
2.1. Diabetes mellitus 
 
O Diabetes mellitus (DM) – um dos distúrbios crônicos mais comuns no 
mundo – tem prevalência e significância crescentes na vida da população, além 
de números alarmantes e projeções preocupantes (SHAW; SICREE; ZIMMET, 
2010). Tal situação está associada ao crescimento e envelhecimento da 
população, bem como ao seu novo e insalutífero estilo de vida que congrega 
hábitos sedentários, com redução da prática de atividade física, e má 
alimentação, resultando em obesidade (SBD, 2018). 
Além do ônus individual, na saúde do paciente diabético, o diabetes 
representa, também, uma sobrecarga direta nos sistemas de saúde, 
principalmente em países emergentes que ainda lidam com doenças 
infectocontagiosas e negligenciadas (SBD, 2018). Tópico delicado da situação: 
diabético requer assistência de uma equipe multiprofissional, que vai desde 
acompanhamento nutricional até supervisão de profissionais de saúde mental, 
muitas vezes, não disponível (ADA, 2017). 
O custo estimado dos gastos em saúde no diabetes mundialmente 
ultrapassou a marca de 673 bilhões de dólares no ano de 2015 e deve chegar 
ao montante de 802 bilhões de dólares em 2040, se as estimativas de 
crescimento no número de casos se confirmarem. Os gastos globais e regionais 
com diabetes são aproximadamente 12% do dispêndio total em saúde no mundo, 
com valor individual na ordem de 1.917 dólares por paciente com diabetes 
(OGURTSOVA et al., 2017). 
O Brasil, dentre todos os países latino-americanos e caribenhos, se 
destaca com um gasto estimado que varia de 17,5 a 23,8 bilhões de dólares com 
o diabetes. O cálculo per capita indica que 1.334 dólares, em média, são 
desembolsados por brasileiros diabéticos por ano devido à doença e suas 
complicações. Tais valores – apesar de excessivos –, são subestimados e 
podem não representar com autenticidade o custo real da doença no país, uma 
vez que dados com despesas indiretas, como perda de produtividade e 




tendem a sofrer grande variação de uma região para outra (BARCELO et al., 
2017). 
Os custos exorbitantes são resultado do crítico crescimento no número de 
novos casos, levando o Diabetes mellitus (DM) a ser tratado como epidemia 
global que já atinge cerca de 8,8% da população mundial (SBD, 2018). Do total 
de diabéticos, aproximadamente 80% reside em países emergentes com 
economia em desenvolvimento e há proporção crescente no número de casos 
em grupos mais jovens (IDF, 2017). 
Segundo projeções da Federação Internacional do Diabetes (International 
Diabetes Federation - IDF) em 2045, 629 milhões de pessoas terão diabetes 
(Figura 1), um aumento acumulado de 48% se comparado aos 425 milhões do 
ano 2017 (IDF, 2017). 
 
FIGURA 1 - PREVALÊNCIA E PROJEÇÃO GLOBAL DO DIABETES MELLITUS 
 
Número estimado de diabéticos com idades entre 20 e 79 anos nos anos de 2017 e 2045. 




2.2. Classificação do Diabetes mellitus 
 
De acordo com a Associação Americana de Diabetes (Amerian Diabetes 
Association - ADA) e a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a doença pode 
ser classificada em quatro distintos e abrangentes grupos (ADA, 2017; SBD 
2018): 
 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): desordem autoimune caracterizada por 
destruição das células β nas ilhotas pancreáticas, frequentemente 
resultando em deficiência absoluta do hormônio insulina (tipo 1A) ou 
deficiência de insulina por causa idiopática (tipo 1B). Possui 
diagnóstico limitado e pode ser confundido com outras formas de DM.  
 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): forma mais prevalente da doença. 
Associada a uma perda progressiva da secreção de insulina pelas 
células β pancreáticas. Possui diversos fatores etiológicos e 
normalmente está associado à obesidade e a hábitos irregulares de 
alimentação e/ou prática insuficiente de atividade física. 
 Diabetes mellitus gestacional (DMG): definido como qualquer grau de 
intolerância à glicose que se manifesta pela primeira vez durante a 
gestação.  
 Outras formas específicas de diabetes podem incluir ainda: defeitos 
genéticos nas células β e na ação da insulina, distúrbios no pâncreas, 
endocrinopatias, indução química ou por droga, bem como algumas 
infecções. Normalmente, essas formas menos frequentes, têm 
manifestação clínica amplamente variada e são classificadas de 
acordo com a causa pela qual o metabolismo da glicose não ocorre de 
maneira eficiente. As bases genéticas são extremamente significativas 
nessas formas menos comuns, como nos vários tipos do diabetes da 
maturidade com início no jovem (Maturity-Onset Diabetes of the Young 
- MODY), no diabetes neonatal transitório ou permanente e na 
associação ocasional com outras síndromes com alicerce genético 
(Síndrome de Down e Turner). 
O DM1 é um subgrupo clássico do diabetes e representa cerca de 5% de 
todos os casos. A deficiência de insulina torna a administração de um análogo 




paciente, podendo ser referido – portanto –, como uma variação do Diabetes 
mellitus cujo tratamento é insulino-dependente (insulin-dependent diabetes 
mellitus – IDDM) (LI, W.; HUANG; GAO, 2017). 
Considerada uma doença rara na primeira metade do século XX, o DM1 
tem incidência crescente segundo dados internacionais atuais que, apesar de 
geograficamente limitados, apontam consensualmente um aumento no número 
de casos em todo o mundo. Nos EUA, a cifra subiu de 19,5 para 21,7 por 100.000 
habitantes nos anos de 2002-2003 e 2011-2012, respectivamente, com um 
crescimento de 1,4% ao ano. Já na Finlândia, país com maior incidência da 
doença, o total chega a 62,4/100.000. A etiologia do DM1 é variada e resulta, 
basicamente, da interação entre fatores ambientais e genéticos. Essa interação, 
contudo, é extremamente heterogênea, resultando em incidências distintas entre 
populações similares de um mesmo continente (1,5/100.000 na Tanzânia e 
10,1/100.000 no Sudão, no continente africano), ou de um mesmo país 
(4,6/100.000 na Lombardia e 54,4/100.000 na Sardenha, na Itália) (MAYER-
DAVIS et al., 2017; NEGRATO et al., 2017). 
No DM2, responsável por mais de 90% dos casos de diabetes, é a 
secreção irregular ou a resistência à insulina que leva à hiperglicemia. A 
obesidade está fortemente associada ao aumento no número de casos e o 
tratamento congrega administração de hipoglicemiantes orais, reeducação 
alimentar e combate ao sedentarismo. É uma forma de diabetes responsável por 
diversas complicações que, independente de outros fatores de risco 
cardiovascular, propiciam chance de duas a três vezes maior de infarto agudo 
do miocárdio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC), além de duplicar o risco 
de morte (MALECKAS et al., 2015). A chance de desenvolver DM2 é 
consideravelmente maior para residentes de países em desenvolvimento e 
minorias desfavorecidas de estados industrializados e, além do supracitado 
estilo de vida, a etnia e a genética têm papel preeminente na determinação do 
risco para a doença. A idade é um ponto pertinente do DM2, pois seu início foi 
associado à maturidade, apesar das crescentes taxas de incidência entre jovens 
adultos de 30 a 39 anos. Americanos nativos, hispano, afro e asio-americanos 
são os grupos mais afetado pelo DM2, em comparação com descendentes 
europeus, e o histórico familiar é substancial na designação da predisposição à 




concordância entre gêmeos idênticos (FLETCHER; GULANICK; LAMENDOLA, 
2002). 
No Diabetes mellitus gestacional (DMG), distúrbio metabólico mais 
comum da gravidez, a hiperglicemia se desenvolve no segundo ou terceiro 
trimestre da gestação e tanto mãe quanto filho têm chances elevadas de 
desenvolverem complicações. Aumento de peso e avanço da idade materna são 
apontados como fatores para crescimento das taxas do DMG que, se não 
controlado, pode evoluir para um quadro de DM2 (CHIEFARI et al., 2017). O 
DMG provoca imoderado crescimento fetal, complicações no parto e risco de 
morte à parturiente. Em muitos casos a cesariana se torna a única opção viável 
e o bebê pode sofrer lesões durante o parto, dado seu tamanho anormal. A 
gestante diabética tem risco aumentado para distúrbios cardiovasculares e sua 
prole maior chance de desenvolver diabetes ou se tornar obesa (ALFADHLI, 
2015). 
Entre as formas menos comuns de diabetes, o diabetes da maturidade 
com início no jovem (Maturity-Onset Diabetes of the Young - MODY) é uma das 
mais relevantes e constitui de 1 a 2% de todos os casos de DM. É um distúrbio 
heterogêneo em termos clínicos e genéticos e frequentemente é diagnosticado 
como DM1 ou DM2. Seu início é precoce, geralmente antes dos 25 anos. A 
doença é uma forma monogênica de diabetes, compromete – em diferentes 
graus –, as células β e pode ser categorizada em 13 subtipos, que se diferenciam 
entre si pela idade de surgimento, quadro hiperglicêmico e responsividade ao 
tratamento (SBD, 2016, 2018). MODY apresenta herança autossômica 
dominante que provoca defeitos genéticos nas células produtoras de insulina por 
meio de mutações em genes como da glucoquinase (GCK) e do fator nuclear 
dos hepatócitos 1 alfa (Hepatocyte Nuclear Factor 1 alpha - HNF1A). Alguns 
tipos de MODY têm características clínicas específicas que auxiliam no 
diagnóstico, mas a investigação genética é imprescindível para determinar o 
tratamento preciso com base na etiologia. Este tipo de DM é particularmente 
suspeito em indivíduos magros, não pertencentes a grupos étnicos com alta 
prevalência de DM2 e sem auto-anticorpos, os marcadores característicos de 
DM1. A terapêutica inclui assistência ao paciente e geralmente não requer 





2.3. Sinais, Sintomas e Complicações  
 
Os sinais e sintomas frequentemente associados a quadros de 
hiperglicemia, dos mais comuns aos mais raros, são: poliúria (micção excessiva), 
polidipsia (sede excessiva), perda de peso, polifagia (fome excessiva), visão 
turva, cansaço, dificuldade na cicatrização de feridas, desinteresse em 
atividades rotineiras e falta de concentração, sensação de formigamento ou 
dormência nos membros e extremidades como mãos e pés e infecções 
frequentes (IDF, 2017; SBD 2018). 
O inadequado controle das concentrações plasmáticas de glicose, 
somado à baixa frequência de atividade física, hipercolesterolemia, tabagismo, 
hipertensão e longos períodos de convívio com a doença (aproximadamente 10 
anos) são fatores preditivos para complicações macro e microvasculares em 
diabéticos. Tais complicações são responsáveis pelos agravos em saúde 
associados ao diabetes e pelo aumento da morbimortalidade e incapacitação 
temporária ou permanente desses indivíduos (PAPATHEODOROU et al., 2016). 
A cronicidade do estado hiperglicêmico gera dano progressivo ao 
endotélio vascular que se reflete sob a forma de complicações nas terminações 
nervosas, retina e glomérulos renais, além de degeneração em sistemas 
primordiais como cérebro e coração (LEE, J. Y. et al., 2019).  
Ao contrário de outros tipos celulares, que regulam negativamente sua 
captação de glicose quando as concentrações extracelulares são elevadas, as 
células vasculares não o fazem, levando a um quadro de hiperglicemia 
intracelular, e por isso tornam-se as células mais afetadas. Este é o ponto de 
partida para os mecanismos que promovem o dano vascular por hiperglicemia, 
que apesar de numerosos, são orquestrados por um único evento em comum: a 
superprodução de espécies reativas de oxigênio (ERO) (GIACCO; BROWNLEE, 
2010). 
Em condições fisiológicas, a produção e eliminação das ERO – 
substâncias altamente reativas, geradas a partir da reação de redução do 
oxigênio – estão em equilíbrio, objetivando inibir respostas acentuadas de 
proteção ou dano à célula. Elas atuam como sinalizadoras pró e anti-
sobrevivência, com remoção de sistemas biológicos danificados ou prejuízo 




são reguladas, as concentrações de ERO se tornam supranormais, provocando 
estresse oxidativo. Uma vez que esse estresse não é compensado por um 
mecanismo de controle por retroalimentação negativa, o tecido pode sofrer perda 
indesejada de função, devido ao dano causado às organelas celulares, lipídeos, 
proteínas e ácidos nucleicos (DA SILVA; GONÇALVES, 2010; ZOROV; 
JUHASZOVA; SOLLOTT, 2014). 
Como consequência do estresse oxidativo, há severa redução da 
biodisponibilidade de óxido nítrico (Nitric Oxide - NO), devido à reação com o 
ânion superóxido para formação de peroxinitrito. O NO é um radical livre liberado 
pela célula endotelial que exerce função vasoprotetora. Ele é responsável pela 
manutenção do tônus vascular, por meio de vasodilatação, regula a pressão 
sanguínea, previne agregação plaquetária e inibe adesão de leucócitos ao 
endotélio vascular. Quando diminuído, favorece distúrbios tromboembolíticos 
(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; SCHAAN; SILVA; IRIGOYEN, 2010). 
Outra consequência do estresse oxidativo é o aumento na formação de 
produtos finais de glicação avançada (Advanced Glycation End-Products - 
AGEs) e na expressão de receptores de produtos finais de glicação avançada 
(Receptor for Advanced Glycation End-product - RAGEs) (BROWNLEE, 2005).  
Os AGEs são, vertiginosamente formados na hiperglicemia resultante do 
diabetes, por meio de reação não enzimática entre açúcares redutores como a 
glicose e grupamentos amino das proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos, em um 
processo conhecido como reação de Maillard (SINGH, R. E. A., 2001; 
BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). 
Depois de formados, os AGEs causam danos no microambiente celular 
por três vias principais: alteração da função de proteínas intracelulares, interação 
irregular de componentes da matriz extracelular com receptores de superfície 
celular e ligação de proteínas plasmáticas modificadas com receptores de AGEs 
culminando na indução de fatores de transcrição associados às condições 
patológicas (GOLDIN et al., 2006). Além disso, a interação AGE-RAGE ativa 
mecanismos intra e extracelulares e propicia processos pró-coagulantes e pró-
inflamatórios, com aumento da expressão de genes, tais como os da 
interleucina-1α (IL-1α), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-α (Tumor 





Os danos vasculares (Figura 2) resultantes da produção acentuada de 
ERO e, consequente redução de NO e aumento de AGEs, levam a quadros de 
cegueira, falha renal, neuropatia, além de distúrbios cardiovasculares e 
cerebrovasculares, como infarto agudo do miocárdio (IAM) e acidente vascular 
cerebral (AVC) (PAPATHEODOROU et al., 2016; LEE, J. Y. et al., 2019). 
 
FIGURA 2 - COMPLICAÇÕES SISTÊMICAS DO DIABETES 
 
O Diabetes mellitus aumenta o risco de doença arterial coronariana, podendo bloquear o fluxo 
sanguíneo e causar ataque cardíaco e/ou derrame. A hiperglicemia causa danos às fibras 
nervosas, causando neuropatias que podem afetar o trato digestivo, o trato urinário, coração e 
vasos sanguíneos. A retinopatia é a principal causa de cegueira em adultos diabéticos no mundo 
e quase metade dos pacientes diabéticos desenvolve nefropatia. Na maioria dos casos, os 
pacientes desenvolvem insuficiência renal, requerendo diálise. Em condições diabéticas, a 
estrutura e a função muscular do coração são prejudicadas, levando à cardiomiopatia. O diabetes 
também afeta a função muscular esquelética, causando fraqueza e atrofia muscular. 
Fonte: Adaptado Nutter e Kuyumcu-Martinez (2018). 
 
O Diabetes mellitus, além das complicações crônicas, também resulta em 
complicações agudas e de alto risco à vida do paciente, como a cetoacidose 
diabética (CAD) e o estado hiperosmolar hiperglicêmico (Hyperosmolar 




espectro dos danos por descompensação do controle glicêmico e estão 
associadas à alta taxa de mortalidade do paciente diabético. Em ambas, o 
desequilíbrio metabólico latente, resulta de uma ausência absoluta ou relativa 
redução das concentrações plasmáticas de insulina, com consequente aumento 
na quantidade dos hormônios contrarreguladores (CHIASSON et al., 2003). 
A carência de insulina repercute na produção hepática de glicose, através 
do aumento da glicogenólise e gliconeogênese, por estímulo das concentrações 
elevadas de hormônios, tais como glucagon, catecolaminas, cortisol e hormônio 
do crescimento. Há ainda, redução na captação de glicose pelos tecidos 
periféricos e estímulo da lipase hormônio sensível, que passa a converter 
triglicerídeos em ácidos graxos livres, de forma acelerada. No fígado, os ácidos 
graxos livres são oxidados em corpos cetônicos, num processo exortado pelo 
glucagon, que gera redução do bicarbonato e leva à acidose metabólica 
(CHIASSON et al., 2003; FAYFMAN; PASQUEL; UMPIERREZ, 2017). 
A acidose metabólica, somada à hiperglicemia, gera diurese osmótica, por 
depleção intracelular de água, com subsequente hipovolemia e redução da taxa 
de filtração glomerular. Como resultado, os níveis de depuração da glicose são 
particularmente reduzidos, levando a uma piora no – já crítico – quadro 
hiperglicêmico (UMPIERREZ; KORYTKOWSKI, 2016; STONER, 2017). 
Os sinais comumente associados à CAD e HHS vão de náusea e vômito 
à queda de apetite e debilidade mental, com subsequente apatia e desinteresse 
nas relações interpessoais. Essas condições, apesar de compartilharem o 
mesmo esteio – o estado de hiperglicemia – podem ser diferidas por dois pontos 
pertinentes: a cetoacidose e a desidratação. Na CAD, a acidose metabólica é 
consideravelmente maior, uma vez que há deficiência profunda ou absoluta de 
insulina. Ela é frequentemente associada ao DM1 e ocorre num período de 12 a 
48 horas. Já no HHS, condição frequentemente associada a idosos e ao DM2, é 
a desidratação o ponto de distinção, uma vez que ela é notadamente elevada e 
gera grave hipotensão. As concentrações de insulina são ligeiramente 
superiores, se comparados as da CAD, o que inibe aumento dos hormônios 
contrarreguladores, de ácidos graxos livres e a produção de corpos cetônicos 
pelo fígado. Sua manifestação é insidiosa e o risco ao paciente aumenta quando 
a ingestão de líquidos é insuficiente (SCHNURE; LEAHY, 2013; KARSLIOGLU 




2.4. Diagnóstico e Biomarcadores de controle glicêmico 
 
O diagnóstico precoce do DM auxilia na adoção de medidas terapêuticas 
que contribuem para redução do impacto e controle da glicemia, bem como no 
manejo do quadro clínico de pacientes com tolerância reduzida à glicose. Ele é 
baseado nas alterações das concentrações plasmáticas de glicose em diferentes 
situações – jejum, ao acaso, após sobrecarga – e na aferição da hemoglobina 
glicada (Quadro 1) (GROSS et al., 2002; SBD, 2018). 
 
QUADRO 1 - CRITÉRIOS PARA O DIAGNÓSTICO DO DIABETES MELLITUS 
Glicemia ao acaso ≥ 200 mg/dL (11,1 mmol/L). Deve ser realizada em 
pacientes com sintomas clássicos ou em crise hiperglicêmica; 
Ou 
Glicemia 2 horas após sobrecarga de 75 g de glicose por via oral ≥ 200 mg/dL 
(11,1 mmol/L). O paciente não deve fazer alterações alimentares no período 
que precede o exame;* 
Ou 
Glicemia em jejum ≥ 126 mg/dL (7,0 mmol/L). O jejum deve ocorrer num 
período mínimo de pelo menos 8 horas;* 
Ou 
HbA1c ≥ 6,5% (48mmol/mol). O teste deve ser realizado pelo método 
padronizado e certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization 
Program (NGSP) e nos padrões da Diabetes Control and Complications Trial 
(DCCT).* 
*Com glicemia inequívoca ausente. Os resultados devem ser confirmados com repetição dos 
testes. 
Fonte: Adaptado da Associação Americana de Diabetes (2020) 
 
Existem prós e contras nestes quatro diferentes métodos de diagnóstico. 
A glicemia em jejum ≥ 140 mg/dL é um teste altamente específico, mas 
insensível para o diagnóstico de DM (TAYLOR; ZIMMET, 1981). Quase todos os 
indivíduos com glicemia em jejum ≥ 140 mg/dL tem glicemia 2 horas após 
sobrecarga de 75 g de glicose ≥ 200 mg/dL, mas uma parcela significativa de 
indivíduos (dependendo da população) com glicemia 2 horas após sobrecarga 
de 75 g de glicose ≥ 200 mg/dL não terá glicemia de jejum ≥ 140 mg/dL. O teste 
A1c mede a glicação de proteínas e pode potencialmente indicar hiperglicemia 
crônica, mas esse teste não prova diretamente concentrações elevadas de 
glicose no sangue - a definição clínica de DM (BONORA; TUOMILEHTO, 2011). 
Além disso, medir glicemia 2 horas após sobrecarga de 75 g de glicose no teste 




em jejum e A1c no diagnóstico de DM (KIM, D. L. et al., 2016). No entanto, a 
glicemia 2 horas após sobrecarga de glicose também pode indicar tolerância à 
glicose diminuída, em vez de diabetes. Portanto, recomenda-se que mais de um 
teste seja usado no diagnóstico de DM. 
Geralmente, glicemia em jejum, glicemia 2 horas após sobrecarga de 
glicose e A1c são igualmente apropriados para triagem de diagnóstico. Mas 
deve-se observar que os testes não necessariamente detectam diabetes nos 
mesmos indivíduos. As intervenções para a prevenção primária do diabetes tipo 
2 (TUOMILEHTO et al., 2001; KNOWLER et al., 2002) têm se mostrado 
eficientes entre indivíduos que apresentam intolerância à glicose com ou sem 
glicemia de jejum elevada, mas ineficiente entre indivíduos com isolada 
intolerância à glicose ou classificados como pré-diabéticos utilizando o teste da 
A1c (ADA, 2020).  
A glicemia em jejum e glicemia 2 horas após sobrecarga de glicose podem 
ser utilizados para o diagnóstico de diabetes (Quadro 1). A concordância entre 
os dois testes é imperfeita, como a concordância da A1c e outros testes 
baseados na glicose. Comparado à glicemia de jejum e A1c, a glicemia 2 horas 
após sobrecarga detecta mais indivíduos com diabetes e pré-diabetes 
(MEIJNIKMAN et al., 2017).  
A hemoglobina glicada fração A1c (HbA1c) é o componente mais 
importante do conjunto da hemoglobina glicada que resulta de uma reação não-
enzimática e irreversível entre a hemoglobina A e alguns açúcares num processo 
dependente do tempo e da concentração de glicose. Sua dosagem é parâmetro 
essencial na avaliação do controle glicêmico e reflete o valor médio da glicose 
nos dois ou três meses anteriores à realização do teste (KOJIC DAMJANOV; 
DERIC; EREMIC KOJIC, 2014; SBD, 2016). 
A reação ocorre devido à alta permeabilidade do eritrócito à glicose, que 
expõe a hemoglobina a uma concentração do açúcar parecida com a do meio 
extracelular. A glicação, principalmente da fração A1c, gera a ligação de uma 
molécula de glicose ao grupo amino terminal da hemoglobina A e a estrutura de 
HbA1c resultante deste processo permanece dentro da célula e indica a 
concentração média de glicose no sangue. O exame fornece dados da glicemia 
num período de 60 a 90 dias e é necessário levar em consideração que as 




hemoglobina, já que 50% da HbA1c é formado no mês anterior ao da coleta e os 
outros 50% são divididos em 25% para cada mês precedente (SUMITA; 
ANDRIOLO, 2008). 
A A1c apresenta várias vantagens quando comparada com a glicemia de 
jejum e a glicemia 2 horas após sobrecarga de glicose, incluindo maior 
conveniência (não é necessário jejum), maior estabilidade pré-analítica, e menor 
alteração em diferentes dias devido ao estresse, dieta ou doenças. Contudo, 
estas vantagens podem ser compensadas pela menor sensibilidade da A1c no 
ponto de corte designado, maior custo, disponibilidade limitada de testes de A1C 
em certas regiões do mundo e a correlação imperfeita entre A1C e glicose média 
em certos indivíduos. Com o valor de corte de 6,5% de A1c, apenas 30% dos 
indivíduos são diagnosticados com DM em ambos os testes (glicemia de jejum 
e glicemia 2 horas após sobrecarga de glicose), de acordo com os dados da 
pesquisa nacional sobre exames de saúde e nutrição (National Health and 
Nutrition Examination Survey - NHANES) (COWIE et al., 2010). Ao se utilizar a 
A1c para diagnosticar diabetes, é importante reconhecer que ela é uma medida 
indireta das concentrações plasmáticas médias e levar outros fatores em 
consideração que podem afetar a glicação da hemoglobina independente da 
glicemia, tais como hemodiálise, gravidez, tratamento do HIV (KIM, P. S. et al., 
2009; ECKHARDT et al., 2012), idade, raça/etnia, estágio da gravidez, origem 
genética, além de anemia/hemoglobinopatias (ADA, 2020). 
Assim, os biomarcadores utilizados correntemente para o diagnóstico do 
DM possuem limitações. Além disso, estes biomarcadores clássicos são úteis 
apenas após o estabelecimento da doença e falham na sua predição, durante a 
condição pré-diabética. Prognóstico e predição populacional de maior risco, 
requerem a identificação de marcadores específicos que sejam sensíveis para 
detectar os estágios iniciais da doença. Biomarcadores que pudessem prever o 
risco de DM seriam úteis para o desenvolvimento de terapias preventivas e 
proativas para indivíduos que se encontram em alto risco de desenvolvimento do 
DM (VAISHYA; SARWADE; SESHADRI, 2018).  
O monitoramento da glicemia é primariamente acessado pela A1c, a qual 
foi a dosagem realizada nos estudos clínicos que demonstraram os benefícios 
da melhora do controle glicêmico (ADA, 2020). Outros exames podem ser 




seja, como estimativas da glicemia média por determinado período de tempo. 
Nenhum desses exames, entretanto, é validado para o diagnóstico de DM. Além 
disso, exames como glicemia pós-prandial, frutosamina, 1,5-anidroglucitol (1,5-
AG) e albumina glicada pretendem acrescentar informação à estimativa da 
glicemia média e/ou mensurar a variabilidade glicêmica. Esse conceito tem 
ganhado força no que diz respeito à modulação do risco cardiovascular no DM 
(CERIELLO et al., 2008), mas, por enquanto, não tem aplicabilidade no 
diagnóstico da doença. 
O 1,5-anidroglucitol (1,5-AG) é um monossacarídeo estruturalmente 
semelhante à glicose, derivado principalmente da alimentação, que sofre 
absorção no intestino e reabsorção nos túbulos renais, com a finalidade de 
manter um quadro metabólico estável. Sua concentração sérica é negativamente 
relacionada à glicemia e sua aplicação clínica, como marcador preditivo de 
complicações do diabetes, foi aprovada em 2003 pela Food and Drug 
Administration (FDA) dos EUA (YING et al., 2018). 
As concentrações de 1,5-AG, advindos da alimentação, são equilibrados 
através da excreção urinária e aproximadamente 99% é reabsorvido nos rins. 
Quando há aumento da glicose circulante, em concentrações que ultrapassam o 
limiar renal para glicosúria, essa reabsorção é competitivamente inibida, por 
dependerem dos mesmos transportadores, e o 1,5-AG acaba sendo excretado 
na urina, gerando rápida redução de suas concentrações séricas (DUNGAN, 
2008). 
Indivíduos diabéticos exibem concentrações de 1,5-AG 
consideravelmente menores, quando comparados a indivíduos 
normoglicêmicos, e a medição desse marcador – devido à sua fácil associação 
com estado hiperglicêmico – é crucial para estimar as excursões glicêmicas pós-
prandiais e em curto prazo, 1 ou 2 semanas (KOGA, 2014; MA et al., 2015). 
Frutosamina designa a glicação de proteínas séricas totais, 
especialmente a albumina, e atua com alternativa à dosagem de HbA1c cuja 
exatidão possa ter sido prejudicada por interferentes que reduziram sua 
confiabilidade, como anemias e hemoglobinopatias. É um biomarcador que, 
devido a ampla rotatividade das proteínas, reflete o controle glicêmico de curto 
prazo – normalmente das duas semanas anteriores ao exame – e é 




agentes farmacológicos ou insulina (SBD, 2016; TAVARES RIBEIRO; PAULA 
MACEDO; FILIPE RAPOSO, 2016). 
A dosagem da frutosamina é rápida, precisa, econômica e 
metodologicamente acessível. O exame pode se somar a outros testes de 
controle glicêmico e corroborar observações clínicas prévias, embora algumas 
associações com complicações crônicas do DM ainda não estejam tão bem 
estabelecidas quanto para a fração A1c da hemoglobina glicada. Sua aplicação 
é promissora na investigação de alterações rápidas no metabolismo da glicose, 
em excursões glicêmicas maiores e como marcador de exposição e risco da 
doença, mas não é consensual no DMG e é limitada em condições que suscitem 
perda proteica, como síndrome nefrótica, cirrose hepática e distúrbios da tireoide 
(DANESE et al., 2015; SBD, 2016; TAVARES RIBEIRO; PAULA MACEDO; 
FILIPE RAPOSO, 2016). 
 
2.5. Diabetes mellitus tipo 1A (DM1) 
 
Anteriormente concebida como uma mazela restrita a indivíduos com 
pouca idade, como crianças e adolescentes, o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é, 
atualmente, considerado uma doença crônica não limitada à juventude e de 
grande impacto à vida do portador. O distúrbio tem forte alicerce imunológico, 
pois se origina de processo autoimune que leva a morte de células endócrinas 
do pâncreas, mas nem todos os diabéticos do tipo 1 exibem características 
dessa contribuição imune (como auto-anticorpos e marcadores genéticos). Por 
esse motivo, foi reclassificado em dois subgrupos: 1A autoimune e 1B idiopático. 
Ao contrário de outras desordens autoimunes, o DM1 é discretamente mais 
comum em meninos e homens e pode ser influenciado por mudanças sazonais.  
Seu desenvolvimento é extremamente heterogêneo e suas características 
patogênicas, genéticas e fenotípicas, acentuadamente variadas (ATKINSON; 
EISENBARTH; MICHELS, 2014). 
O desenvolvimento do DM1 pode ser didaticamente dividido em estágios 
que compreendem desde a predisposição genética para o tipo 1A da doença até 
a perda total da massa de células β e, consequentemente, ausência absoluta de 
insulina. A predisposição vem de genes ligados à resposta imune, como HLA, 




menores na fisiopatogenia do DM1 e, apesar de formas monogênicas raras, o 
distúrbio é classicamente definido como poligênico (EISENBARTH, G. S; 
JEFFREY, 2008). 
O risco genético gera vários desdobramentos imunológicos e a doença 
progride para os estágios finais de seu curso. No estágio 1, dois ou mais auto-
anticorpos estão presentes e o paciente ainda está em condição 
normoglicêmica. O estágio 2 corresponde a transição da normoglicemia para a 
disglicemia, em um contexto de auto-imunidade em curso. O estágio 3 denota o 
diagnóstico clínico do DM1, o qual é frequentemente, mas não sempre, 
acompanhado de sintomas (Figura 3).  
 
FIGURA 3 - PROGRESSÃO DO DIABETES MELLITUS TIPO 1 
 
Estágios do desenvolvimento do Diabetes mellitus tipo 1  
Fonte: Adaptado Bingley e colaboradores (2018). 
 
Esse sistema de estágios destaca a natureza progressiva do DM1 e o fato 
de a doença estar presente muito antes da apresentação clínica, além de 
enfatizar que seu início pode ser definido por um "ponto sem retorno", com a 
detecção de dois ou mais auto-anticorpos. Ensaios clínicos em uma população 
com múltiplos auto-anticorpos estão assim tratando uma doença estabelecida:  
doença de auto-imunidade das ilhotas. O tratamento da autoimunidade das 
ilhotas, portanto, não equivale ao conceito de intervir em pessoas saudáveis com 





2.5.1. Fisiopatologia do DM1 
 
O DM1 é resultado de uma resposta autoimune dirigida contra antígenos 
das células β pancreáticas, em um processo mediado por linfócitos T, e 
consequente comprometimento da secreção da insulina (HANDWERGER; 
FERNANDES; BROWN, 1980). Além dos linfócitos T, as células natural killer 
(NK) e os macrófagos podem estar implicados no processo de destruição das 
células nas ilhotas pancreáticas, denominado insulite, que parece ocorrer com 
maior intensidade nas células que são metabolicamente ativas, ou seja, as que 
secretam insulina (NUNES, 2017). 
O processo de autoimunidade se instaura a partir da oscilação no padrão 
de reconhecimento de antígenos próprios e consequente redução da tolerância 
a eles (SILVA; MORY; DAVINI, 2008). 
A agressão característica da insulite é um processo de lento 
desenvolvimento com uma fase pré-clínica que pode durar anos e, quando 
manifesta, já provocou severa ou absoluta redução das células beta e 
hiperglicemia. As células inflamatórias envolvidas na insulite migram para o sítio 
inflamatório através de moléculas de adesão, cuja expressão pode estar 
aumentada dada a resposta imune em curso, como as integrinas antígeno 1 
associado à função do linfócito (Lymphocyte Function-associated Antigen-1 – 
LFA-1) presentes na superfície dos linfócitos e as moléculas de adesão 
intercelular (InterCellular Adesion Molecule – ICAMs) encontradas na superfície 
das células endoteliais. Os linfócitos T CD4+ (auxiliar) e CD8+ (citotóxico), 
reconhecem antígenos apresentados pelos MHC (complexo de 
histocompatibilidade humana) de classes I e II, respectivamente, e direcionam a 
inflamação de acordo com suas funções. As células T CD8+ mediam a destruição 
das células “afetadas”, e as células T CD4+ produzem citocinas com o objetivo 
de promover proliferação e diferenciação de efetores adaptativos como linfócitos 
T e B, e inatos como macrófagos (BALDA; PACHECO-SILVA, 1999). 
As citocinas secretadas durante a inflamação podem seguir um padrão 
denominado Th1 (T helper tipo 1) ou Th2 (T helper tipo 2), que determina se a 
resposta imune vai ser mediada por participação celular ou por indução da 
produção de anticorpos. Estes padrões, antes de se estabelecerem, são 




(célula apresentadora de antígenos) e com o microambiente local determina para 
qual padrão a resposta imune vai se direcionar. Th1 e Th2 se antagonizam com 
inibição mútua e as citocinas liberadas em um deles inibem a resposta do outro. 
Th1 compreende, principalmente, a atuação da interleucina 2 (IL-2) e interferon 
gama (INF-γ), durante o desenvolvimento do DM1. A IL-2 exerce influência sobre 
diversos tipos celulares, sendo a mais relevante a exercida sobre linfócitos T por 
proporcionar proliferação e expansão das T regulatórias que inibem outras 
células T auto-reativas. Portanto, uma IL-2 diminuída leva a uma menor 
regulação das células com baixa tolerância a antígenos próprios. Já o IFN-γ atua 
no fenótipo e função das células beta tornando-as alvos melhores e os linfócitos 
T mais responsivos (NUNES, 2017). 
A atuação da IL-2, no perfil Th1, apesar de paradoxal, pode ser explicada 
pela observação do processo inflamatório ao qual a linhagem NOD (Non Obese 
Diabetic) é submetida. Nele, o acúmulo de células T auto-reativas gera uma 
redução das concentrações dessa interleucina, formando um ciclo onde as 
células T regulatórias são menos reguladas e desempenham com menor 
eficiência sua função (KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010). 
Por outro lado, o perfil Th2 exibe sutil característica protetora no DM1 e 
secreta as interleucinas 4, 6 e 10 (IL-4, IL-6, IL-10). IL-4 é produzida por diversas 
células do sistema imune, principalmente as T auxiliares, e é a principal 
envolvida na ativação da via Th2. Ela protege contra autoimunidade impedindo 
a resposta padrão Th1 e diminuindo a apresentação de auto-antígenos. A IL-6 
atua na diferenciação de linfócitos T e B e possui papel no desenvolvimento do 
DM, mesmo sendo uma citocina Th2. IL-10 inibe macrófagos e células 
dendríticas, regulando – portanto –, as reações imunes mediadas por células, 
mas se associada à citocinas Th1, pode acentuar o quadro inflamatório 
característico do DM1 (NUNES, 2017). 
Além da imunidade celular, os linfócitos B também podem estar 
implicados na insulite e, se detectada sua presença em grandes quantidades, 
podem servir como marcadores precoces da autoimunidade latente ou de rápida 
taxa de perda das células. A insulite provoca, ainda, acúmulo de ácido 
hialurônico, um constituinte da matriz extracelular, e suas proteínas de ligação. 




células inflamatórias e, em modelos experimentais, a limitação da deposição 
dessa molécula foi promissora na prevenção do diabetes (PUGLIESE, 2016). 
A progressão da insulite leva à redução da massa de células beta e 
consequente aumento das concentrações de glicose circulante, estabelecendo 
o quadro diabético (CLARK; KROGER; TISCH, 2017). 
Resumidamente, para o desenvolvimento do DM1, tanto em humanos 
como em ratos, primeiramente uma resposta imune tem que ser desencadeada 
contra antígenos das células β. Segundo, para que haja a destruição das células 
β, a resposta precisa desenvolver uma forte característica pró-inflamatória. 
Terceiro, o controle regulatório da resposta de auto-imunidade precisar ser 
ineficiente para permitir que a reposta se torne crônica e destrua as células β 
(Figura 4).  
Esforços consideráveis têm sido feitos para a identificação dos 
mecanismos que causam destruição das células β, porque a sua compreensão 
poderia ser o primeiro passo para conceber uma cura para o DM1 (WALLBERG; 
COOKE, 2013). 
Sabe-se que vírus, por exemplo, coxsackie B, rubéola, caxumba, pode 
infectar diretamente e lisar as células β, mas infecções virais também podem 
contribuir indiretamente através do aumento da expressão do MHC de classe I 
em células β e da produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente 
interferons do tipo I (VON HERRATH, 2009). Exposição às citocinas pró-
inflamatórias têm efeitos nas próprias células β, levando a um aumento da 
expressão de quimiocinas, como IL-8 e ligante 5 de CC quimiocina (Chemokine 
(C-C motif) Ligand 5 - CCL5/RANTES) (EIZIRIK et al., 2012). 
Um estudo recente mostra que mais de 50% dos 41 genes atualmente 
identificados como associados ao aumento do risco de desenvolver DM1, são 
expressos em ilhotas humanas e que a expressão de vários desses genes é 
ativada por estímulos pró-inflamatórios, indicando a possibilidade de que as 
próprias células β contribuírem para a sua morte através da interação com o 






FIGURA 4 - MECANISMOS IMUNOLÓGICOS ENVOLVIDOS NO DM1 
 
A morte celular nas ilhotas pode ocorrer fisiologicamente ou como resultado de uma infecção. As 
células dendríticas (DCs) estão sempre presentes nas ilhotas e podem capturar os antígenos 
liberados pelas células β. A liberação de citocinas pró-inflamatórias, como interferons do tipo I 
(IFNs), como resultado de infecção por vírus ou resposta ao estresse, pode alterar a 
responsividade das células β às ações das citocinas produzidas pelas células T, como a 
interleucina 22 (IL-22). Os IFNs do tipo I também ativam as DCs e promovem a apresentação de 
antígenos das células β para as células T. As DCs podem ativar células T CD4+, as quais 
promovem morte mediada por macrófagos através da produção de citocinas e espécies reativas 
de oxigênio. As células T CD4+ também podem ativar células B específicas para antígenos das 
ilhotas, para que possam se diferenciar em células plasmáticas produtoras de anticorpos. Os 
anticorpos podem ligar às células β e mediar morte pelo sistema complemento ou por ligação 
aos receptores Fc nos macrófagos, e as células B ativadas podem funcionar como células 
apresentadoras de antígenos, aumentando ainda mais a resposta imune contra as células β. 
Interação com as células T CD4+ específica para antígenos das célula β e a presença de citocinas 
pró-inflamatórias podem permitir que as DCs façam apresentação cruzada para as células T 
CD8+ específicas para antígeno das células β para que elas possam regular positivamente suas 
propriedades citotóxicas. Essas células T CD8+ citolíticas (CTLs) podem matar as células β 
através da liberação de grânulos citolíticos contendo perforina e granzimas, bem como através 
da interação Fas – FasL. Esses mecanismos imunológicos podem ser atenuados por 
subconjuntos de células reguladoras, tais como células natural killers produtoras de IL-4 e células 
T regulatórias Foxp3+ (Fox). No entanto, as células Treg podem estar incapacitadas na presença 
de certas citocinas, como a IL-21, a qual libera o sistema imunológico destrutivo das células β da 
regulação. Abreviações: MF, macrófago; TGF, fator de crescimento e transformação; TNF, fator 
de necrose tumoral. 
Fonte: Adaptado de Wallberg e Cooke (2013). 
 
 Foi mostrado que células T de pacientes com início recente de DM1 
expressam IL-22 (ARIF et al., 2011) e que as células das ilhotas expressam o 
receptor para IL-22, que normalmente sinaliza através do transdutor sinal e 
ativador de transcrição 3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1 - 




et al., 2011). No entanto, a exposição das células β ao IFN-α faz com que o 
receptor da IL-22 mude para a sinalização através da STAT1 (Signal Transducer 
and Activator of Transcription 1), que induz a regulação positiva da expressão de 
proteínas de danos tecidual induzíveis por óxido nítrico sintetase (NO Sintetase 
induzível - iNOS) (BACHMANN et al., 2013). O bloqueio do TNF-α no início do 
desenvolvimento da doença anula o seu progresso em ratos NOD, mesmo na 
ausência de uma infecção (LI, Q.; MCDEVITT, 2011). A morte das células β 
induzida por vírus ou fisiológica (DUVILLIE et al., 2002; TURLEY et al., 2003), 
resulta na liberação de antígenos, e as células dendríticas presentes nas ilhotas 
não inflamadas de ratos ou humanos captam esses antígenos e os apresentam 
(CALDERON; UNANUE, 2012). Obviamente, para que ocorra uma resposta 
imune, as células T precisam reconhecer os antígenos apresentados, e isso só 
pode acontecer se as células T que reconhecem estes antígenos das células β 
tenham escapado da deleção tímica. Células T CD4+ de baixa afinidade podem 
escapar da seleção negativa tímica e responder aos peptídeos auto-antigênicos 
que são apresentados por moléculas MHC classe II na periferia, e também 
podem responder aos neo-antígenos que estão ausentes no timo, mas presentes 
no tecido alvo na periferia e apresentado por alelos de MHC de classe II 
(MARRACK; KAPPLER, 2012). Estas células T auto-reativas podem, por sua 
vez, fornecer ajuda para as células T CD8+ e células B, o que aumenta a 
expressão de MHC de classe I nas células β tornando-a um excelente alvo para 
as células T citotóxicas (WALLBERG; COOKE, 2013).  
 
2.5.2. Marcadores imunológicos do DM1 
 
O diagnóstico do DM1 é clínico, mas pode ser corroborado pela presença 
de um ou mais dos autoanticorpos para antígenos das células das ilhotas. Nos 
cuidados de rotina, o status dos autoanticorpos pode não estar disponível no 
diagnóstico e pode nunca ser verificado (as diretrizes de gerenciamento diferem, 
algumas não recomendam sua medição de rotina ou restringem as medições 
apenas em situações em que exista dúvida clínica) (CHIANG et al., 2014; AMIEL 
et al., 2015; NICE, 2015). 
Estudos anteriores sugerem que 80% a 90% dos indivíduos com DM1 têm 




HAMEED et al., 2011; TRIDGELL et al., 2011; CHIANG et al., 2014; AMIEL et 
al., 2015; NICE, 2015), com uma prevalência em cerca de 2% em jovens 
saudáveis na população em geral (KNIP et al., 2010). A positividade para 
autoanticorpos pode ser menor em grupos étnicos não brancos (LIBMAN et al., 
2003; DABELEA et al., 2011; BLACK et al., 2013; WENZLAU et al., 2015; 
DZIDZONU et al., 2016). No entanto, há incerteza em torno da correlação clínica 
e demográfica do status dos autoanticorpos com a incidência da doença em uma 
coorte multiétnica não selecionada, incluindo crianças e adultos, utilizando 
ensaios bem caracterizados e validados (BRAVIS et al., 2018). 
Autoanticorpos de células das ilhotas (Islet Cell Autoantibodies - ICAs) 
foram primeiramente reportados há aproximadamente 40 anos utilizando-se 
ensaios de imunofluorescência (BOTTAZZO; FLORIN-CHRISTENSEN; 
DONIACH, 1974). Desde então, anticorpos para novos alvos associados às 
células das ilhotas foram estabelecidos e painéis de autoanticorpos são 
utilizados com mais frequência para identificar indivíduos em risco para o 
desenvolvimento do DM1 e para confirmar o DM1 clinicamente diagnosticado no 
início da doença. Os autoanticorpos associados ao DM1 comercialmente 
disponíveis incluem anticorpos anti-insulina (Insulin AutoAntibodies - IAA), anti-
enzima descarboxilase do ácido glutâmico 65 (Glutamic Acid Decarboxylase 65 
- GAD65), anti-antígeno 2 do insulinoma (tyrosine phosphataselike Insulinoma 
Antigen 2 - IA2), anti-ilhotas de Langerhans citoplasmático 512 (Islet Cell 
Antibody 512 - ICA512), o qual é autorreativo para o epítopo predominante C-
terminal de IA2. As taxas de positividade dos anticorpos no início da doença para 
indivíduos da população em geral tem sido reportadas (WINTER; SCHATZ, 
2011) e são as seguintes: ICA, 70%–80% dos indivíduos; IAA, 60% das crianças; 
IA2, 60% dos indivíduos; e GAD, 70%–80% dos indivíduos (WENZLAU et al., 
2007; ORBAN et al., 2009; WINTER; SCHATZ, 2011).  
Atualmente, as dosagens de GAD e IA-2A são recomendadas para 
confirmação inicial da suspeita diagnóstica do DM1. Para o diagnóstico do DM1, 
se GAD e IA-2A forem negativos, as dosagens de ICA em adultos e IAA em 
crianças, devem ser solicitadas (WINTER; SCHATZ, 2011). A concentração de 
IAA em crianças se correlaciona com a taxa de progressão do DM1, que podem 





A triagem secundária de anticorpos para ICA citoplasmático em parentes 
de primeiro grau de pessoas com DM1 positivos para GAD e IA2 pode detectar 
indivíduos com maior risco de desenvolverem DM1. Positividade adicional para 
ICA pode predizer uma progressão mais rápida do DM1 do que positividade para 
apenas GAD e IA2 (PIETROPAOLO et al., 2005). 
ICA são os anticorpos de ilhotas mais difíceis de dosar porque os ensaios 
para ICA estão sujeitos às variações dos tecidos pancreáticos, conjugado, tempo 
de incubação, umidade e interpretação científica-biológica. O procedimento de 
dosagem também é muito laborioso, contudo, os custos relacionados aos 
descartáveis e reagentes são relativamente baixos. A positividade de ICA decai 
após o diagnóstico e depois de 10 anos apenas alguns indivíduos permanecem 
com ICA positivo (aproximadamente 5%). Embora existam duas principais 
isoformas de GAD, os anticorpos mais frequentes são direcionados a isoforma 
GAD 65 (massa molecular 65 Da) do que GAD 67 (massa molecular 67 Da). 
Após o início do DM1, GAD são mais persistentes que ICA (WINTER; SCHATZ, 
2011). Por esta razão que a dosagem de GAD é preferida à ICA quando o 
diagnóstico do diabetes autoimune latente do adulto (Latent Autoimmune 
Diabetes of Adulthood - LADA) é investigado em indivíduos com diabetes de 
longa data (ZIMMET et al., 1994). O IA-2A é menos comum no início do DM1 
(aproximadamente 60%) do que ICA ou GAD (LIBMAN et al., 1998). IAA é mais 
comum em crianças jovens com diagnóstico recente de DM1 (aproximadamente 
60%) do que em adultos. Uma vez que a insulina exógena é administrada (por 
mais de 10 dias) a determinação de IAA não tem mais validade porque a injeção 
de insulina exógena pode induzir respostas de anticorpos à insulina que não 
podem ser distinguidas da produção de autoanticorpos. A concentração dos 
anticorpos anti-insulina é usualmente muito maior do que IAA. De todos os 
autoanticorpos discutidos, os IAA são os mais difíceis de medir com precisão e 
reprodutibilidade (WINTER; SCHATZ, 2011). 
Além destes, o anticorpo anti-transportador de zinco (Znt8), recentemente 
incluído no grupo dos marcadores de autoimunidade (WENZLAU et al., 2007), 
também tem sido usado na clínica. Esse transportador é particularmente 
expresso nas células β, onde promove o transporte de zinco do citoplasma até o 
grânulo secretor de insulina e está vinculado a regulação dessa via secretora 




indivíduos com pré-diabetes e persiste em indivíduos com longo tempo de DM1. 
Esse autoanticorpo foi relatado em 63% dos indivíduos recém diagnosticados 
(GAN; ALBANESE-O'NEILL; HALLER, 2012; WATKINS et al., 2014). O 
autoanticorpos ZnT8 têm alta especificidade para o DM1 e, se presentes numa 
quantidade maior que dois, indicam um risco de mais de 90% para a doença 
(EISENBARTH, G. S; JEFFREY, 2008).  
O genótipo HLA parece ter influência sobre a expressão dos 
autoanticorpos específicos para as ilhotas durante o curso de desenvolvimento 
do DM1 (PIHOKER et al., 2005). Associações entre HLA-DRQ8 e IA2-A e IAA, 
HLA-DR4 com IA2-A e IAA, HLA-DR3 e GAD65, e HLA-DR2 e GAD65 foram 
reportadas (ZIEGLER et al., 1991; HAGOPIAN et al., 1995; GRAHAM et al., 
2002). Contudo, a presença de um genótipo HLA em particular não é necessário 
ou suficiente, mesmo em pessoas com DM1, para resultar em um perfil em 
particular de autoanticorpos (HAGOPIAN et al., 1995). Os mecanismos destas 
interações genéticas/humorais ainda necessitam ser elucidadas. 
Embora a detecção de autoanticorpos tenha sido importante na identificação 
de indivíduos com risco para o desenvolvimento do DM1, ainda existem muitas 
limitações em seu uso geral. Um painel de autoanticorpos constituído por IAA, 
IA2 e GAD, no momento do início de DM1, identificará, aproximadamente, 20% 
dos indivíduos com DM1 clínico (WENZLAU et al., 2011). Os autoanticorpos 
também não fornecem uma determinação precisa do prazo para o início do DM1, 
porque eles podem ser detectados muitos anos antes do início clínico da doença. 
Além disso, a presença de autoanticorpos não é determinante para o 
desenvolvimento do distúrbio, porque apenas 40% dos familiares positivos para 
ICA desenvolvem DM1 em um período de 10 anos (BONIFACIO et al., 1990; 
BINGLEY et al., 1994). Os títulos de autoanticorpos naqueles que desenvolverão 
DM1 nem sempre aumentam com a aproximação do início da doença, mas 
podem aumentar e diminuir durante o período pré-diabetes (KNIP et al., 2010). 
Embora a genética de alto risco e a presença de autoanticorpos estejam ambas 
relacionadas ao diagnóstico do DM1, para um indivíduo não é inteiramente um 
prognóstico, particularmente em indivíduos com alto risco HLA e autoanticorpos 
selecionados da população em geral. Em particular, em um estudo Sueco, a 




geral não foi suficiente para melhorar o acesso ao risco de DM1 em um grau 
significativamente clínico (HAGOPIAN et al., 1995). 
 
2.5.3. Fatores genéticos  
 
O DM1 tem um forte componente genético e diversos genes têm sua 
contribuição na patogênese da doença investigada. Genes envolvidos com 
resposta imune, especificamente os do sistema antígeno leucocitário humano 
(Human Leukocyte Antigens – HLA), estão fortemente associados à 
susceptibilidade, não somente do DM1, mas de outras desordens autoimunes, 
como: espondilite anquilosante, artrite reumatoide, doença celíaca, lúpus 
eritematoso sistêmico e esclerose múltipla. Esse sistema compreende genes 
que codificam moléculas da membrana celular responsáveis por se ligarem a 
antígenos e apresentá-los à células T para reconhecimento por meio de seus 
receptores (TCR), e acumulam metade (50%) do risco genético para o DM1 
(NOBLE, 2015). 
Trata-se de uma região de 3.600 kpb localizada no braço curto do 
cromossomo 6 que, devido à alta contribuição para a susceptibilidade ao DM1A, 
foi identificada como Diabetes mellitus insulino-dependente 1 (Insulin-Dependent 
Diabetes Mellitus 1 – IDDM1), o principal locus de risco para o diabetes 
autoimune (KELLY et al., 2003; EISENBARTH, G. S., 2004). Essa região é 
altamente polimórfica e abarca genes agrupados em três regiões (classes) que 
são relevantes na apresentação de antígenos aos linfócitos T e em outras etapas 
da resposta imune, como o sistema complemento. O sistema HLA está 
distribuído nestas três regiões: classe I, II e III, de acordo com sua localização 
cromossômica. A região de classe I é composta, principalmente, pelos loci HLA-
A, B, C, que codificam as moléculas presentes praticamente em todas as células 
nucleadas. A região de classe II engloba os loci HLA-DR, -DP e –DQ, que 
codificam moléculas presentes, principalmente, na superfície de células 
imunocompetentes, incluindo macrófagos, células dendríticas, monócitos, 
linfócitos T ativados e linfócitos B. A região de classe III possui genes que 
codificam componentes do complemento, como C4A, C4B e o fator B, além de 




choque térmico (Hsp.70) e o fator de necrose tumoral (KELLY et al., 2003; 
EISENBARTH, G. S., 2004; REVEILLE, 2006). 
Os alelos HLA-DR e DQ são os mais influentes na determinação do risco 
para a doença, mas também têm forte associação como fator de proteção. Alelos 
DR*03 e DR*04 no locus HLA-DR são comuns em pacientes diabéticos, numa 
proporção de 95% contra 50% quando comparado à uma população controle 
não diabética. Já no locus HLA-DQ, os alelos DQA1*0301, DQB1*0302, 
DQA1*0501 e DQB1*0201 são os mais expressivos na susceptibilidade à 
doença (EISENBARTH, G. S; JEFFREY, 2008). 
O mecanismo envolvido na predisposição conferida pela região HLA não 
foi integralmente elucidado, mas acredita-se que uma redução da afinidade de 
peptídeos autólogos com outras moléculas – devido a uma complexa 
combinação dos diversos alelos da classe II –, seja o ponto central do possível 
efeito de risco ou proteção (ALVES et al., 2006). 
Além da região HLA, um outro locus – que compreende o gene da insulina, 
no cromossomo 11 e conhecido como Diabetes mellitus insulino-dependente 2 
(Insulin-Dependent Diabetes Mellitus 2 – IDDM2), também tem forte influência 
no desenvolvimento do DM1. Trata-se do segundo locus em importância para a 
susceptibilidade genética à doença, com uma contribuição de 10% do risco total 
para DM1 e sem relação com nenhuma outra desordem autoimune até então 
(SILVA; MORY; DAVINI, 2008). 
Outros genes que têm em comum a capacidade de interferir na regulação 
da resposta imune e na tolerância imunológica, ainda que em menor proporção, 
também influenciam a susceptibilidade ao DM1, sendo dois dos principais o 
CTLA-4 e o PTPN22. O CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte–associated Antigen 4) 
codifica o antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico, uma molécula de 
superfície celular envolvida na regulação dos linfócitos T e B, e na resposta 
imune como um todo, uma vez que inibe a produção de citocinas por meio de 
ligação com moléculas das células apresentadoras de antígenos (APCs). 
Diversos polimorfismos neste gene foram anteriormente associados ao DM1, 
sem, contudo, oferecer uma base sólida de associação por causa de resultados 
divergentes entre estudos de populações distintas. O PTPN22 (Protein Tyrosine 
Phosphatase, Non-receptor type 22) codifica a proteína intracelular tirosina 




Essa proteína forma um complexo que inibe a ativação de células T e, segundo 
estudos funcionais, uma forma variante produzida pelo polimorfismo C1858T 
pode repercutir sobre T regulatórias e abrandar a regulação da resposta imune. 
Esse polimorfismo foi associado a outras doenças autoimunes como artrite 
reumatoide e tireoidite de Hashimoto e, no DM1, tem efeito independente do HLA 
e do locus IDDM2 (SILVA; MORY; DAVINI, 2008; NAYA; ÁLVAREZ, 2016). 
O risco genético para DM1 varia entre populações. Variações no DNA, 
como os polimorfismos de único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphisms 
- SNPs), poderiam explicar as diferenças no risco herdado para a doença nessas 
populações (NOBLE, 2015; PEARSON, 2019). 
Polimorfismos de único nucleotídeo são as variações mais abundantes no 
genoma humano (THE INTERNATIONAL HAPMAP, 2003; INTERNATIONAL 
HAPMAP, 2005) e têm sido frequentemente empregados como marcadores 
moleculares de doenças genéticas humanas, na farmacogenética e na 
reprodução (LIAO et al., 2010). Eles são tipicamente bi-alélicos e ocorrem numa 
proporção maior que 1% na população (WANG, D. G. et al., 1998), somando 
mais de 3,1 milhões de variações no genoma humano (INTERNATIONAL 
HAPMAP et al., 2007). Na prática, SNPs tri-ou tetra-alélicos, inserções, deleções 
e variações encontrados em menos de 1% da população também são chamados 
de SNPs (THE INTERNATIONAL HAPMAP, 2003; INTERNATIONAL HAPMAP, 
2005). 
Os SNPs não são distribuídos uniformemente pelo genoma. Em geral, os 
SNPs ocorrem com muito menos frequência nas regiões codificadoras do 
genoma do que em regiões não codificadas (NICKERSON et al., 1998). SNPs 
em regiões regulatórias de um gene pode afetar as taxas de transcrição, 
alterando assim a expressão de proteínas correspondentes. Nas regiões 
codificadoras, os SNPs exônicos podem ser organizados em duas classes: 
SNPs não-sinônimos que alteram a sequência de aminoácidos dos produtos 
proteicos; e SNPs sinônimos que não afetam a sequência primária dos produtos. 
Os polimorfismos não-sinônimos têm sido amplamente caracterizados porque 
seus efeitos são relativamente fáceis de detectar computacionalmente e 
experimentalmente. Anteriormente se assumia que proteínas com a mesma 
sequência derivada de um SNP sinônimo não exerciam efeito discernível sobre 




frequentemente denominadas de "mutações silenciosas". No entanto, foi 
relatado várias mutações sinônimas alterando a expressão gênica ou 
enovelamento de proteínas (CHAMARY; PARMLEY; HURST, 2006; SAUNA et 
al., 2007; GUPTA; LEE, 2008). Foi demonstrado que uma biblioteca de códons 
sinônimos resulta em diferentes níveis de expressão gênica (KUDLA et al., 
2009). Estes resultados demonstram que os SNPs sinônimos também podem 
produzir diferentes fenótipos.  
Baseando-se no dogma central, SNPs podem afetar fenótipos à nível de 
DNA, RNA e proteico. É importante notar que estes mecanismos não são 
exclusivos. Um SNP não-sinônimo pode afetar a expressão gênica tanto a nível 
de RNA como proteico (LIAO et al., 2010). 
À nível de DNA – DNA à RNA –, polimorfismos regulatórios podem causar 
variações potenciais na expressão gênica. Um estudo inicial observou que cerca 
de um terço das variantes em região promotora do gene humano podem alterar 
a expressão gênica em 50% ou mais (HOOGENDOORN et al., 2003). 
Polimorfismos regulatórios podem ser classificados em dois grupos: um 
polimorfismo de ação cis afeta genes dentro ou perto do locus e um polimorfismo 
de ação trans em um gene afeta a expressão de outro gene em um locus 
diferente. Um SNP localizado no sítio de ligação de uma proteína regulatória 
pode alterar sua afinidade com a proteína regulatória e resultar em alteração da 
expressão gênica (LIAO et al., 2010).  
À nível de RNA – RNA à proteína –, SNPs podem alterar o enovelamento 
do RNAm afetando assim sua estabilidade. Diferentes estruturas de RNAm 
causadas por SNPs podem alterar a taxa da síntese proteica ou a eficiência do 
início de tradução. Através da modificação da elongação de tradução, SNPs 
podem alterar a conformação das proteínas. A substituição de códons sinônimos 
pode resultar em diferente cinética de tradução proteica, levando à uma molécula 
com diferentes conformações finais e funções (KOMAR; LESNIK; REISS, 1999). 
O splicing de um pré-RNAm é um mecanismo complexo que depende do correto 
reconhecimento das sequências codificante (exons) e não codificante de 
proteína (introns) no RNA transcrito (PAGANI et al., 2003). Micro RNAs (miRNA) 
constituem uma classe de RNAs não-codificantes que podem regular a 
expressão gênica através do pareamento com a região 3’ UTR de RNAs alvos, 




2009). SNPs em genes codificantes de micro RNA podem alterar o 
processamento do micro RNA enquanto SNPs localizados em volta de sítios de 
ligação dos micro RNAs nos RNAm alvos podem afetar a função do micro RNA 
(LIAO et al., 2010). 
À nível traducional e pós-traducional (proteína), se tem investido muito 
esforço para compreender a função dos SNPs não-sinônimos, uma vez que seus 
efeitos são relativamente fáceis de caracterizar. Variação na estabilidade da 
proteína, devido à presença SNPs nas sequências codificantes podem alterar a 
atividade das enzimas. Os SNPs não-sinônimos podem alterar afinidade às 
proteínas ligadoras e as propriedades catalíticas. SNPs não-sinônimos podem 
causar modificações pós-traducionais e, devido ao mecanismo de fosforilação 
das proteínas, é um elemento chave na transdução de sinal, uma vez que um 
padrão alterado de fosforilação pode causar diferentes respostas ao ambiente 
(LIAO et al., 2010). 
A associação de SNPs com fenótipos de doenças humanas tem grande 
potencial para aplicação clínica direta, o que forneceria uma nova e melhorada 
acurácia de marcadores genéticos para diagnóstico e prognóstico, e, 
possivelmente, para novos alvos terapêuticos (SUH; VIJG, 2005).  
 
2.6. Gene MMP-2 
 
 A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura não-celular e tridimensional 
distribuída de forma onipresente ao redor dos órgãos, que é formada nos 
estágios iniciais do desenvolvimento embrionário e cuja constituição é bastante 
particular ao tecido do qual fazem parte. Ela provê suporte físico à integridade e 
elasticidade do tecido por meio de sua estrutura dinâmica e initerruptamente 
remodelada, que auxilia no controle da homeostase tecidual. Seus 
componentes, por meio de interação com as células epiteliais podem ainda: atuar 
como ligantes para receptores celulares mediando sinais regulatórios de funções 
como adesão, proliferação, apoptose, diferenciação, sobrevivência ou migração 
(BONNANS; CHOU; WERB, 2014). 
 Além das interações químicas, a MEC também possui propriedades 
mecânicas que possibilitam a manutenção da integridade e funcionalidade 




constituintes, das fibras elásticas e de colágeno, que fornecem elasticidade e 
resiliência aos tecidos e são química e termicamente estáveis (HUMPHREY; 
DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014). 
 Para ser remodelada, a MEC depende da clivagem de substâncias que a 
compõem, o que permite a regulação de sua composição e estrutura, bem como 
a liberação de moléculas biologicamente ativas, como fatores de crescimento. 
Proteases que clivam essas substâncias são conhecidas como 
metaloproteinases de matriz (Matrix MetalloPeptidases - MMPs) e são elementos 
fundamentais no processo de degradação da MEC, possuindo atividade 
reduzida em condições normais, e atividade abundante durante o reparo tecidual 
em locais doentes ou inflamados. Essas metaloproteinases são secretadas e 
posteriormente ativadas no espaço extracelular. Elas podem ser solúveis ou 
estar ancoradas à membrana celular e clivam componentes da MEC com grande 
especificidade de substrato (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). 
As MMPs são uma superfamília de endopeptidases zinco ou cálcio 
dependentes, implicadas na remodelação da matriz extracelular por meio de 
degradação ou modificação de proteínas, como: colágeno, elastina e caseína. 
Elas podem ser excretadas por diversos tipos celulares ou atuar na membrana 
da célula. Mais de 20 tipos diferentes de MMPs já foram identificados e, de 
acordo com o substrato que degradam, elas podem ser funcionalmente 
classificadas: colagenase (MMP-1), estromelisina (MMP-3 e MMP-10), entre 
outras (PEETERS et al., 2015). 
As MMPs são altamente reguladas, tanto em nível de transcrição quanto 
de tradução, e possuem inibidores teciduais – com os quais se equilibram 
delicadamente em quantidade e distribuição – que coíbem sua atividade de 
forma dinâmica e característica aos processos pelos quais o tecido é submetido 
nos estados saudável ou doente. Dentre os inibidores de MMPs, os mais 
conhecidos são: os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), 
trombospondina 1/2 e a α2-macroglobulina. Eles são uma forma adicional de 
regulação dessas enzimas e um dos principais componentes da complexa rede 
de proteases, objeto de diversos estudos em diferentes doenças ou como alvo 
terapêutico (SAGI et al., 2016). 
A metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) é constitutivamente expressa por 




monócitos, entre outros. Ela desenvolve papel fundamental na remodelação da 
MEC processando uma ampla variedade de moléculas, como os diversos tipos 
de colágeno (I, IV, V, VII, X, IX), gelatina, elastina, fibronectina, laminina e atua, 
ainda, sob moléculas não constituintes de matriz, como pró interleucinas 1β e 8, 
proteína quimioatratora de monócitos e substâncias com propriedades pró ou 
anti-angiogênica (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010). 
A MMP-2, também conhecida como gelatinase, gelatinase A e colagenase 
tipo IV – por degradar o colágeno tipo IV, o maior componente estrutural da 
membrana basal – é codificada pelo gene MMP-2 localizado no cromossomo 16, 
composto por 13 éxons e 12 íntrons (HUHTALA; CHOW; TRYGGVASON, 1990) 
(Figura 5).  
 
FIGURA 5 - LOCALIZAÇÃO DO GENE MMP-2 E DOS POLIMORFISMOS rs2285053 E 
rs243865 
 
Localização do gene MMP-2 e dos polimorfismos rs2285053 e 243865 na região promotora. 
Fonte: Adaptado Gene cards 
www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MMP2&keywords=mmp-2 e (YANG, J. et al., 2010) 
 
 
Mecanismos de regulação da transcrição de MMP-2 são, provavelmente, 
os principais pontos de controle que evitam sua larga expressão. A 
superexpressão de MMP-2, em estado patológicos, está associada a um 
aumento na degradação de proteínas da matriz que precipita processos 
danosos, como danos vasculares, devido a hiperatividade desta protease 
(HUHTALA; CHOW; TRYGGVASON, 1990; YANG, J. et al., 2010). 
Vários polimorfismos de único nucleotídeo (SNPs) funcionais foram 
descritos na região promotora do gene MMP-2 (PRICE; GREAVES; WATKINS, 




timina (T), localizados na posição -1306 (rs243865) (PRICE; GREAVES; 
WATKINS, 2001) e na posição -735 (rs2285053) (VASKU et al., 2002). O 
polimorfismo -1306 C>T (rs243865) abole o sítio de ligação do ativador 
transcricional proteína específica 1 (Specificity Protein 1 – Sp1) e, 
consequentemente, diminui a atividade do promotor. Experimentos de 
transfecção transitória mostram que a expressão do gene repórter dirigida pelo 
alelo C da região promotora de MMP-2 é significativamente maior quando 
comparado ao alelo T, tanto nas células epiteliais quanto nos macrófagos, 
indicando o significado funcional deste polimorfismo (PRICE; GREAVES; 
WATKINS, 2001). Yu e colaboradores também mostraram que a presença do 
polimorfismo -735 C>T (rs2285053) na região promotora de MMP-2 altera a 
sequência consenso do sítio de ligação de Sp1 (CCCTCC CTCTCC), que a 
atividade do promotor é 3X maior na presença do alelo C comparado com o alelo 
T e que existe um efeito sinérgico forte entre os polimorfismos -735T e -1306T 
em um contexto de haplótipo na redução da atividade transcricional da MMP-2. 
Desta forma, indivíduos portadores do genótipo TT de ambos os polimorfismos 
produziriam menores concentrações de MMP-2 comparado aos portadores do 
genótipo CC ou CT. Considerando-se o papel de MMP-2, é de se esperar que 
indivíduos portadores do genótipo CC poderiam ser mais susceptíveis à algumas 
doenças que resultam da superexpressão desta enzima ao longo da vida. Assim, 
estes dois polimorfismo poderiam ser marcadores genéticos latentes que 
auxiliariam na identificação de  indivíduos com maior risco para várias doenças 
(YANG, J. et al., 2010). 
Esses polimorfismos já foram associados à várias doenças, incluindo 
diabetes (BERANEK et al., 2008; YANG, J. et al., 2010; BURACZYNSKA et al., 
2015), artrite reumatoide (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2006), obesidade em 
crianças e adolescentes (MORGAN et al., 2011; BELO et al., 2013) e hipertensão 










2.7. Gene SUMO4 
 
Modificações pós-traducionais de proteínas (PostTranslational 
Modification - PTM) aumentam a diversidade funcional do proteoma pela ligação 
covalente de grupos funcionais ou proteínas. PTMs incluem a adição de grupos 
químicos (acetil, metil, nitrosil), modificações nos aminoácidos (deaminação, 
eliminação), a ligação de moléculas mais complexas como açúcares 
(glicosilação), lipídeos (isoprenilação) ou outras proteínas (KESSLER; 
EDELMANN, 2011). No último caso, ubiquitinação (adição de ubiquitina) e 
sumoilação (adição de SUMO) são PTMs que ocorrem exclusivamente em 
eucariotos e que desempenham um papel central em uma série de processos 
biológicos.  
Sumoilação é uma das PTMs, em que um membro da família de proteínas 
modificadoras semelhantes à ubiquitina (SUMO) é conjugado com resíduos de 
lisina (Lys) nas proteínas alvo. Modificação por sumoilação é um processo 
reversível e dinâmico, no qual as proteínas modificadas podem ser 
desumoiladas (remoção de SUMO) por proteases específicas sentrina/proteases 
SUMO específicas (sentrin/SUMO-specific proteases – SENPs) (GUO, C.; 
HENLEY, 2014). A ligação reversível de SUMO às proteínas é controlada por 
vias enzimáticas que são análogas às vias de ubiquitinação (JOHNSON, 2004). 
Embora a mecânica dos processos de ubiquitinação e sumoilação sejam 
semelhantes, os alvos modificados nem sempre são os mesmos, e em alguns 
casos a sumoilação pode até antagonizar com a ubiquitinação (YANG, Y. et al., 
2017). 
A modificação de proteínas por ubiquitina-símile (Small Ubiquitin-like 
MOdifier - SUMO) está relacionada com o transporte núcleo-citoplasma, 
regulação de transcrição gênica, progressão no ciclo celular, estabilidade e 
localização celular de proteínas (HICKEY; WILSON; HOCHSTRASSER, 2012). 
Modificação pós-tradução reversível com o modificador SUMO (sumoilação) é 
conservado em todos os eucariotos (YANG, Y. et al., 2017).  
Em células de mamíferos, as proteínas SUMO consistem de quatro 
isoformas: SUMO1, SUMO2, SUMO3 e SUMO4 (JOHNSON, 2004; ENSERINK, 
2015). A proteína SUMO4 é constituída de 95 aminoácidos, apresentando 




2004). e parece ter participação em eventos relacionados às doenças auto-
imunes (PEARCE; MERRIMAN, 2006). 
SUMO4 é um gene da família SUMO, localizado na região 
SUMO4/MA3K7 do cromossomo 6q25, no interior do intron 6 do gene 
MAP3K7IP2 que compreende locais de suscetibilidade ao diabetes em vários 
grupos étnicos (DUGGIRALA et al., 2001; SALE et al., 2004; SILANDER et al., 
2004; XIANG et al., 2004) conhecido como Diabetes mellitus insulino-
dependente 5 (Insulin-Dependent Diabetes Mellitus 5 – IDDM5) (Figura 6). O 
gene SUMO4 possui uma estrutura sem presença de íntros, denominada 
Intronless genes (IGs) e faz parte de um grupo de genes que representa mais de 
3% do genoma humano. Este gene foi evolutivamente conservado entre diversas 
espécies, é requerido para a viabilidade da maioria das células eucarióticas, 
influencia a atividade e está envolvido com expressão de diversos genes 
implicados em resposta imune (KOSOY; CONCANNON, 2005; ZHANG et al., 
2017). 
 
FIGURA 6 - LOCALIZAÇÃO DO GENE SUMO4 E DO POLIMORFISMO rs237025 
 
Localização do gene SUMO4 e do polimorfismo rs237025 na região codificadora. 
Fonte: Adaptado Gene cards www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=SUMO4&keywords=sumo4 e Sinha e colaboradores (2016). 
 
Alguns estudos mostraram que SUMO4 pode ser conjugado ao inibidor 
do fator nuclear Kappa B alfa (Inhibitor of Kappa B α - IκBα) e regular 
negativamente a via de sinalização de NF- B (BOHREN et al., 2004; GUO, D. et 
al., 2004). NF- B é um interruptor mestre pró-inflamatório que controla a 




proteína C reativa, IL-6 fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor -α 
- TNF-α) e IL-1 (LIU, T. et al., 2017).  
IκBα pode ser modificado por ubiquitinação ou sumoilação no mesmo 
resíduo de lisina (Lys 93). Quando IκBα é fosforilado, sua modificação por SUMO 
é inibida, e promove modificação pela ubiquitina, marcando IκBα para 
degradação e liberando a transcrição de NF-κB. Contudo, se o resíduo de lisina 
93 for modificado por SUMO, a ubiquitinação induzida por fosforilação e a 
subsequente degradação proteossomal é inibida (Figura 7) (DESTERRO; 
RODRIGUEZ; HAY, 1998). 
 
FIGURA 7 - REGULAÇÃO DE IkBα POR FOSFORILAÇÃO E SUMORILAÇÃO 
 
O inibidor do fator de transcrição NF-Κb (IκBα) é regulado por modificações pós-traducionais. A 
fosforilação de IκBα pela quinase IκB (IκB Kinase – IKK) fora do motivo de fosforilação 
dependente de SUMO (Phosphorylation-Dependent SUMO Motif - PDSM) inibe sua modificação 
por SUMO pela enzima de conjugação similar à ubiquitina 9 (Ubiquitin-like Conjugating enzyme 
9 - UBC9) e promove a modificação por ubiquitinação, marcando IκBα para degradação e 
liberação da transcrição do fator NF-κB para ativar a transcrição de genes alvos. Modificação por 
SUMO de IκBα na ausência de fosforilação inibe transcrição do fator NF-κB através do bloqueio 
do turnover de IκBα e liberação do fator NF-κB. 
Fonte: Modificado por Gareau e Lima (2010) 
 
 Foi encontrado um polimorfismo (rs237025; 163A > G) no gene SUMO4, 
que promove a substituição de uma metionina por valina na posição 55 da 
proteína. A metionina 55 é conservada evolutivamente entre diversas espécies. 
A substituição M55V modifica o sítio de fosforilação localizado na posição 54-56, 




SUMO4. Guo e colaboradores (2004) observaram uma redução significativa da 
atividade de sumoilação na variante V55. Células HEK 293 transfectadas com a 
isoforma SUMO4*V55 mostraram atividade trasncricional dependente de NFkB 
5 vezes maior quando comparadas as células transfectadas com a isoforma 
SUMO4*M55 sob estimulação de IL-1. Estes autores também observaram que a 
substituição de M55V causava aumento de 3 vezes na expressão de IL-12-p40, 
um gene dependente de NF-kB in vivo.  
Isto poderia contribuir significativamente para disfunção das células 
pancreáticas, resistência à insulina e diabetes (SHOELSON; LEE; YUAN, 2003; 
SPRANGER et al., 2003; CAI et al., 2005; CHOUDHARY et al., 2016). De fato, 
o polimorfismo foi associado principalmente ao DM1, mas também ao DM2 em 
diferentes populações (GUO, D. et al., 2004; KOSOY; CONCANNON, 2005; 





3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) da Universidade Federal do Paraná – Setor de Ciências da Saúde/SCS –
sob o CAAE: 24676613.6.0000.0102. 
O fluxograma (Figura 8) representa de forma esquemática as etapas de 
trabalho. 
 
FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DE TRABALHO 
 
Fonte: O autor, 2019. 
 
3.1. Amostras  
 
Amostras de sangue total e soro de 300 crianças (n=300) com idade igual 
ou inferior a 14 anos classificadas como diabéticos tipo 1 (DM1, n=145) e 




critérios utilizados para a caracterização dos pacientes com DM1 foram os 
preconizados pela Associação Americana de Diabetes (American Diabetes 
Association - ADA) (ADA, 2020) e pela Sociedade Internacional de Diabetes 
Pediátrica e Adolescentes (International Society for Pediatric and Adolescent 
Diabetes - ISPAD) (DIMEGLIO et al., 2018).  
As coletas intercorreram na Unidade de Endócrino Pediatria (UEP) do 
Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná (HC – UFPR), no 
Hospital Pequeno Príncipe (HPP) e em escolas municipais de cidades da região 
metropolitana de Curitiba (RMC), mediante assinatura prévia do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido por pais ou responsáveis dos voluntários. 
Dados clínicos e antropométricos foram obtidos dos indivíduos por meio 
de entrevista (diabéticos e grupo controle) e dados do prontuário médico 
(diabéticos). 
Foram utilizados tubos secos (BD Vacutainer® K2EDTA; Becton, 
Dickinson, Co.) para coleta de sangue total e tubos com gel separador (Gel BD 
Vacutainer® SSTTM; Becton Dickinson, Co.) para coleta de soro. 
As amostras de sangue total foram homogeneizadas durante 15 minutos 
e fracionadas em: alíquota de aproximadamente 1,0 mL para determinação de 
hemoglobina glicada e, volume restante, empregado na obtenção do buffy coat 
(camada de leucócitos utilizada na extração do DNA genômico) por meio de 
centrifugação, enquanto que as amostras de soro foram submetidas a 
centrifugação (centrífuga Hermle Z206A) durante 10 minutos a 6.000 rotações 
por minuto (RPM), aliquotadas em microtubos de 0,5 mL e armazenadas em 
freezer -20° e -80° para posterior dosagem dos parâmetros bioquímicos. 
Estas amostras fazem parte do Biorrepositório do Laboratório de 
Bioquímica Clínica da UFPR, homologado pela Portaria Nº 2.201, de 14 de 
setembro de 2011. 
Os critérios de exclusão adotados foram: amostras hemolisadas, 
lipêmicas e/ou ictéricas. Todas as amostras que se encaixavam nestes critérios 
foram excluídas dos ensaios. 
Os ensaios foram realizados nas dependências físicas do laboratório de 
Bioquímica Clínica Campus Jardim Botânico, do Departamento de Análises 





3.2. Extração e quantificação do DNA genômico 
 
O DNA genômico, obtido após centrifugação do sangue total (Buffy coat), 
foi extraído pelo método de salting out modificado, com desidratação de proteína 
e precipitação em ambiente saturado com cloreto de sódio (LAHIRI; 
NURNBERGER JR, 1991). 
O DNA extraído foi quantificado por espectofotometria em 260 e 280 nm 
(S60, Biochrom). Amostras com grau de pureza inferior a 1,5 ou superior a 2,1, 
na relação A260/280, ou concentração menor que 20 ng/μL foram excluídas dos 
ensaios. 
As amostras de DNA com qualidade inferida pela espectofotometria foram 
diluídas, com água ultrapura estéril, a 100 ng/μL, para genotipagem pelo sistema 
PCR-RFLP (polimerase chain reaction – restriction fragmente length 
polymorphism). 
 
3.3. Variabilidades genéticas estudadas 
  
 O quadro 2 apresenta os genes e os polimorfismos de único nucleotídeo 
estudados neste trabalho. 
 







Genes  SNPs Técnica  
120360 16q12.2 Promotora  MMP-2 rs2285053 RFLP 
120360 16q12.2 Promotora  MMP-2 rs243865 RFLP 
608829 6q25.1 Codificadora  SUMO4 rs237025 RFLP 
rs: reference SNP; OMIM®: Online Mendelian Inheritance in Man®; MMP-2: Metaloproteinase de 
matriz 2; SUMO4: Pequeno modificador semelhante a ubiquitina. 
Fonte: Adaptado (NCBI, 2019; OMIM, 2019)  
 
 
3.4. Reação em Cadeia da Polimerase/PCR-RFLP 
 
As variantes genéticas em estudo foram identificadas pela técnica de 
PCR-RFLP. Fragmentos de 391 pb (rs2285053), 193 pb (rs243865) e 181 pb 
(rs237025) foram amplificados em termociclador Biocycler (Biosystems), 
utilizando os protocolos descrito por Sinha e colaboradores (2016) e Yang e 




As condições de PCR utilizadas para amplificação do fragmento de 391 
pares de base do polimorfismo rs2285053 estão descritas no Quadro 3. 
  
QUADRO 3 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA GENOTIPAGEM POR PCR-RFLP DO 
POLIMORFISMO rs2285053 DO GENE MMP-2 
Reagentes rs2285053 (C-735T) do gene MMP-2 
Oligonucleotídeos iniciadores F: (5’-GGATTCTTGGCTTGGCGCAGGA-3’)  
R: (5’-GGGGGCTGGGTAAAATGAGGCTG-3’)  
Concentração final Volumes (reação 10 L) 
Água Regente estéril ___ 6,4μL 
Tampão Taq 10x * 1x 1,0 μL 
Primer Forward (10 pmol/μL) 0,2 pmol 0,2 μL 
Primer Reverse (10 pmol/μL) 0,2 pmol 0,2 μL 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,6 μL 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,4 μL 
Taq DNA polimerase (5 U/μL) 0,1 U 0,2 μL 
DNA molde (100 ng/μL) 10 ng/μL 1,0 μL 
Ciclos Térmicos Ciclos  Temperatura - tempo 
 1 ciclo 94°C por 5 minutos 
 
 
94°C por 45 segundos 
Ciclos Térmicos: 35 ciclos 69,6°C por 45 segundos 
 
 
72°C por 45 segundos 
 1 ciclo 72°C por 10 minutos 
*Tampão TAQ 10X, (NH4)2SO4 750 mM, Tris-HCL (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq 
DNA platinum polymerase (Invitrogen™).  






As condições de PCR utilizadas para amplificação do fragmento de 193 
pares de base do polimorfismo rs243865 estão descritas no Quadro 4. 
 
QUADRO 4 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA GENOTIPAEM POR PCR-RFLP DO 
POLIMORFISMO rs243865 DO GENE MMP-2 
Reagentes rs243865 (C-1306T) do gene MMP-2 
Oligonucleotídeos iniciadores F: (5’-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA-3’)  
R: (5’-CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGCT-3’)  
Concentração final Volumes (reação 10 L) 
Água Regente estéril ___ 5,8 μL 
Tampão Taq 10x * 1x 1,0 μL 
Primer Forward (10 pmol/μL) 0,5 pmol 0,5 μL 
Primer Reverse (10 pmol/μL) 0,5 pmol 0,5 μL 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,6 μL 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,4 μL 
Taq DNA polimerase (5 U/μL) 0,1 U 0,2 μL 
DNA molde (100 ng/μL) 10 ng/μL 1,0 μL 
Ciclos Térmicos Ciclos Temperatura - tempo 
 1 ciclo 94°C por 5 minutos 
 
 
94°C por 45 segundos 
Ciclos Térmicos: 35 ciclos 58°C por 45 segundos 
 
 
72°C por 45 segundos 
 1 ciclo 72°C por 10 minutos 
*Tampão TAQ 10X, (NH4)2SO4 750 mM, Tris-HCL (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq 
DNA platinum polymerase (Invitrogen™).  





 As condições de PCR utilizadas para amplificação do fragmento de 181 
pares de base do polimorfismo rs237025 estão descritas no Quadro 5. 
 
QUADRO 5 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA GENOTIPAGEM POR PCR-RFLP DO 
POLIMORFISMO rs237025 DO GENE SUMO4 
Reagentes rs237025 do gene SUMO4 
Oligonucleotídeos iniciadores F: (5’-ATTGTGAACCACGGGGATTGTTA-3’)  
R: (5’-CAGCGTTCTGGAGTAATAAAGAAG-3’)  
Concentração final Volumes (reação 10 L) 
Água Regente estéril ___ 6,1 μL 
Tampão Taq 10x * 1x 1,0 μL 
Primer Forward (10 pmol/μL) 0,5 pmol 0,5 μL 
Primer Reverse (10 pmol/μL) 0,5 pmol 0,5 μL 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,3 μL 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,4 μL 
Taq DNA polimerase (5 U/μL) 0,1 U 0,2 μL 
DNA molde (100 ng/μL) 10 ng/μL 1,0 μL 
Ciclos Térmicos Ciclos Temperatura - tempo 
 1 ciclo 94°C por 5 minutos 
 
 
94°C por 45 segundos 
Ciclos Térmicos: 35 ciclos 54°C por 45 segundos 
 
 
72°C por 45 segundos 
 1 ciclo 72°C por 10 minutos 
*Tampão TAQ 10X, (NH4)2SO4 750 mM, Tris-HCL (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq 
DNA platinum polymerase (Invitrogen™).  
Fonte: O autor, 2019. 
 
A uma alíquota de 2,0 μL de produto de PCR foi adicionado 3,0 μL de 
solução tampão de aplicação contendo: glicerol 30%, azul de bromofenol 0,05% 
e xilenocianol 0,05%. Essa mistura foi aplicada em gel de agarose 1,5% 
(rs2285053) e 2% (rs243865 e rs237025), e então submetida à eletroforese 
submersa com voltagem constante de 70 volts (~ 40 mA), em temperatura 
ambiente durante 1 hora e 30 minutos em tampão TBE1X (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mMol/L; ácido bórico 89 mMol/L e EDTA 1,0 
mMol/L, pH 8,2). 
Os géis de eletroforese foram corados com solução de brometo de etídeo 
(0,5 μg/mL) e visuzalidos em transiluminador sob luz UV (302 nm), e as imagens 




Os amplicons gerados por PCR, após eletroforese, foram digeridos com 
enzimas de restrição Hinf I (rs2285053), Xsp I (rs243865) e Mse I (rs237025) em 
temperatura de 37°C por duas horas. O protocolo utilizado para restrição de cada 
polimorfismo está descrito no Quadro 6. 
 
QUADRO 6 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA REAÇÃO DE RESTRIÇÃO DOS 







Produto de PCR (~20 ng/μL) 1,0 μL 1,0 μL 1,0 μL 
Tampão 10x (Sigma) * 0,5 μL 0,5 μL 0,5 μL 
Água ultrapura estéril 3,3 μL 3,3 μL 3,3 μL 
Enzima de Restrição (10 U/ L) 0,2 μL (HinfI) 0,2 μL (XspI) 0,2 μL (MseI) 
Volume final da reação 5,0 μL 5,0 μL 5,0 μL 
Temperatura de Incubação 37°C 37°C 37° C 
Tempo de incubação 2 horas 2 horas 2 horas 
 
A Figura 9 apresenta os sítios de restrição das endonucleases utilizadas 
na investigação dos polimorfismos. 
 
FIGURA 9 - SÍTIOS DE RECONHECIMENTO DAS ENZIMAS DE RESTRIÇÃO 
 
As setas indicam os sítios de restrição das endonucleases HinfI, XspI e MseI, respectivamente. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
Após incubação para digestão dos produtos de PCR, os fragmentos foram 
submetidos a nova eletroforese, em gel de poliacrilamida (29:1), a 10% 
(rs2285053) e 15% (rs243865 e rs237025) em cuba mini Protean 3, Bio Rad 
(100x75x0,75 mm) utilizando tampão TBE 1X. Condições de voltagem, mili-




 Os géis foram corados com solução de brometo de etídeo (0,5 μg/mL) e 
visuzalidos em transiluminador sob luz UV e as imagens obtidas como sistema 
de fotodocumentação L-PIX (Loccus biotecnologia). 
 
3.5. Parâmetros bioquímicos  
 
Biomarcadores de controle glicêmico, perfil lipídico, perfil nutricional e 
função renal foram quantificados nas amostras de soro de indivíduos dos grupos 
controle e DM1 em sistema automatizado Architect Ci8200 (Abbott Diagnóstica 
Laboratórios do Brasil) ou sistema automatizado Labmax 400 (Labtest AS), 
utilizando controles, calibradores e reagentes adequados. E MMP-2 sérica, 
sistema multiplex. 
O analito, o princípio metodológico, o coeficiente de variação e o intervalo 
de referência para cada biomarcador, estão sumarizados no Quadro 7. 
 
QUADRO 7 - PARÂMETROS BIOQUÍMICOS AVALIADOS (PRINCÍPIO METODOLÓGICO, 
COEFICIENTE DE VARIAÇÃO E INTERVALO DE REFERÊNCIA) 
Dosagem  Princípio metodológico CVa (%) Intervalo de referência 
Albumina Colorimétrico  
(Verde de Bromocresol) 
 
1,6 2,9-4,7 g/dL 
 
 
Colesterol total Enzimático Colorimétrico 
(Reação de Trinder) 
2,7 Desejável: <170 mg/dL 
Limítrofe: 170-199 mg/dL 





2,7 0,26-0,81 mg/dL 
Glicose Glucose oxidase – 
Trinder 
 
2,2 <100 mg/dL 
HDL-colesterol Enzimático Colorimétrico 
(Acelerador - Detergente 
Seletivo) 
 
3,6 Desejável: 35-40 mg/dL 
LDL-colesterol Surfactante Seletivo 4,2 Desejável: <110 mg/dL 
Limítrofe: 110-129 mg/dL 










Triglicérides Enzimático Colorimétrico 
(Reação de Trinder) 
3,4 Desejável: <100 mg/dL 








3,4 >10 μg/mL 
MMP-2 sérica Imunoensaio - - 
Cva, coeficiente de variação analítica interensaio, em porcentagem, para soro controle com 
concentração “normal”. Atualização Diretriz, 2017. **V diretriz, 2013. 
**Equação de Friedewald, LDL-colesterol = colesterol total – HDL-colesterol – Triglicérides/5. 
 
3.6. Análise Estatística 
 
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para análise das variáveis 
contínuas para normalidade. A detecção de outliers foi realizada pelo método 
gráfico disponível no programa Statistica 8.0. 
Variáveis com distribuição normal foram comparadas pelo teste “t” de 
Student para amostras não pareadas (bidirecional) ou análise de variância 
(ANOVA) quando a comparação envolvia mais de dois grupos, sendo os valores 
expressos em média e desvio padrão (±1SD). 
As variáveis que não apresentaram distribuição normal foram comparadas 
com o teste U de Mann-Whitney, ou o teste de Kruskall-Wallis (mais de 2 grupos), 
sendo os valores apresentados como mediana e intervalo interquartil (25%-
75%). 
Para as variáveis categóricas foram utilizados: teste do Chi-quadrado (ϰ2) 
ou o teste Exato de Fischer bidirecional, quando apropriado. 
As análises de correlação foram realizadas através de testes descritos por 
Pearson (variáveis com distribuição normal) ou Spearman (variáveis sem 
distribuição normal). Os genótipos foram caracterizados como 1 (homozigoto 
usual); 2 (heterozigoto) e 3 (homozigoto raro) para todas as análises de 
correlação. 
O programa Statistica para windows 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) foi 
utilizado nas análises de dados. 
A verificação do equilíbrio de Hardy-Weinberg, cálculos das frequências 
genotípicas e alélicas e o intervalo de confiança de 95% (IC95%) para os alelos 
de menor frequência (AMF) foram calculadas com o programa DeFinetti 
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl). Para comparações das frequências 
alélicas com outras populações, foi considerado semelhante quando a 




95% do intervalo de confiança. Frequências acima ou abaixo do 95%IC foram 
consideradas diferentes. 
Uma probabilidade inferior a 5% (P < 0,05) foi considerada significativa 
em todas as análises. 
Para os resultados que apresentaram significância, foi aplicado o teste de 
Odds Ratio (OR) que indica a relação entre a hipótese de acontecer um evento 
entre diversas situações. 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados são apresentados na sequência, em três grupos: dados 
antropométricos (4.1), parâmetros bioquímicos (4.2) e análises moleculares 
(4.3). 
 
4.1. Dados antropométricos 
 
 A Tabela 1 apresenta os dados antropométricos dos grupos que foram 
avaliados no estudo. 
 






Idade (anos) 10 (10 – 11) 12 (9 – 13) <0,001* 
Meninos/Meninas  84/71 67/78 0,167 
Peso (kg) 38,1 (33,3 – 45) 39 (30,7 – 50,5) 0,556* 
Altura (m) 1,43 (1,38 – 1,50) 1,46 (1,35 – 1,57) 0,146* 
IMC (kg/m2) 18,2 (16,7 – 20,5) 18,3 (16,6 – 21,0) 0,872* 
Z-score 0,5 ± 1,08 0,3 ± 0,99 0,033 
Os resultados são apresentados como média ± 1 desvio padrão ou mediana (intervalo 
interquartil). P, probabilidade teste t-Student bidirecional; P*, probabilidade, teste U de Mann-
Whitney 










4.1.1. Idade e Gênero  
 
 A idade mediana do grupo controle (10 anos) foi inferior (P <0,001) à do 
grupo DM1 (12 anos). Os grupos foram pareados por gênero (Tabela 1). 
  
4.1.2. Peso, Altura, IMC e Z-score  
 
Não houve diferença significativa entre o peso, altura ou IMC nos grupos. 
Contudo, o grupo DM1 apresenta significativa redução no z-score quando 
comparado ao grupo controle (P=0,033) (Tabela 1). Este resultado é esperado, 
uma vez que o DM1 está relacionado com uma redução de peso, decorrente das 
alterações metabólicas da deficiência severa de insulina, e também da maior 
perda de água (desidratação) decorrente da poliúria, que ocorrem mesmo em 
pacientes com terapêutica adequada (USHER-SMITH et al., 2015; ADA, 2016). 
O IMC é o parâmetro utilizado para o diagnóstico de estados nutricionais 
dos indivíduos, e é vantajoso por não requerer conhecimento da idade, no 
entanto a relação peso e altura muda drasticamente com a idade e com o estado 
de maturação de cada pessoa (WANG, Y. et al., 2006). O z-score, é um 
parâmetro antropométrico utilizado para avaliar o crescimento e estado 
nutricional de crianças e adolescentes. O z-score é um indicador antropométrico 
que fornece uma medida do status de crescimento de um indivíduo em 
comparação a uma referência, e congrega informações como peso, idade e 
estatura (DIBLEY et al., 1987). 
 
4.2. Análises bioquímicas 
 
A Tabela 2 apresenta as concentrações séricas dos biomarcadores de 
controle glicêmico (4.2.1), perfil lipídico (4.2.2), perfil nutricional (4.2.3), função 
renal (4.2.4) e as concentrações plasmática de MMP-2 (4.2.5), nos grupos 
estudados. 
 Os ensaios utilizados para a quantificação dos biomarcadores estão 












Glicemia em jejum (mg/dL) 93,0 (85,0 – 99,0) 245,5 (163,5 – 334,0) <0,001* 
HbA1c (%) 5,2 (5,1 – 5,4) 9,7 (8,6 – 11,0) <0,001* 
1,5 anidroglucitol (μg/mL) 30,4 (25,8 – 38,3) 3,2 (1,9 – 4,8) <0,001* 
Colesterol total (mg/dL) 148 (128 – 168) 172 (147 – 193,5) <0,001* 
HDL-colesterol (mg/dL) 51,0 ± 11,9 55,1 ± 12,4 0,003 
LDL-colesterol (mg/dL) 76,8 (61 – 96,4) 97,5 (83 – 117,5) <0,001* 
Triglicérides (mg/dL) 90 (65 – 126) 66,5 (54 – 85,5) <0,001* 
Albumina (g/dL) 4,2 (4,0 – 4,6) 4,3 (4,0 – 4,5) 0,901* 
Creatinina (mg/dL) 0,6 (0,4 – 0,7) 0,7 (0,6 – 0,8) <0,001* 
MMP-2 (pg/mL) 179905,1 ± 60729,7  165266,0 ± 53129,9 0,061 
Os resultados são apresentados como média ± 1 desvio padrão ou mediana (intervalo 
interquartil). P, probabilidade teste t-Student bidirecional; P*, probabilidade, teste U de Mann-
Whitney. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
4.2.1. Biomarcadores de controle glicêmico 
 
 A concentração dos biomarcadores de controle glicêmico foi 
significativamente maior no grupo DM1 (Tabela 2). Essa diferença era esperada 
e confirma os critérios de seleção dos grupos, em especial o grupo controle em 
que é esperado glicemia de jejum dentro dos parâmetros normais, mesmo a 
glicemia deste grupo não tendo sido feita em jejum. 
 Glicemia em jejum >180 mg/dL, HbA1c >7,5% e 1,5-AG <10 μg/dL, 
corroboram o mau controle glicêmico do grupo DM1 (ADA, 2017; SBD, 2018). A 
baixa concentração de 1,5 anidroglucitol (1,5AG) no grupo DM1 em relação ao 
controle (3,2 g/mL vs 30,4 g/mL; P<0,001) sugere picos (ou excursões) 
glicêmicos frequentes e contínuos nos diabéticos, superiores ao limiar renal 
(~180 mg/dL). Dessa forma, a medida em que ocorre o aumento da glicemia 
plasmática, ocorre também a redução plasmática do 1,5AG. Isso explica a 
diferença significativa do 1,5-AG entre os grupos estudados (DUNGAN, 2008). 
Concentrações reduzidas de 1,5-AG se encontram relacionadas com 




(HbA1C < 8%) (WON et al., 2009; MEHTA et al., 2012). Desta forma, o uso do 
1,5-AG pode ser útil em pacientes com DM1 os quais frequentemente 
apresentam picos hiperglicêmicos por fazerem uso de insulina exógena, o que 
não reproduz a homeostasia do sistema fisiológico normal (GREVEN et al., 
2010). 
 O controle glicêmico é indispensável para a manutenção da saúde do 
paciente diabético por duas principais razões: adequar o tratamento com 
administração de insulina exógena a doses suficientes para o correto 
metabolismo glicídico e retardar os efeitos vasculares da hiperglicemia e, 
consequentemente, danos a sistemas completos, como cardiovascular e urinário 
(SBD, 2018). 
 Um controle glicêmico deficiente em pacientes diabéticos repercute por 
toda sua vida sob a forma de risco vascular e mortalidade aumentados. Em 
diabéticos adultos a terapia com análogo de insulina foi associada a redução de 
risco cardiovascular e mortalidade. No DM1 de início na infância, essa 
associação não é tão simples, evidenciando a complexidade desta população e 
a necessidade de estudos que indiquem o manejo correto e tratamento 
adequado a ela. O diagnóstico tardio parece ser um dos principais fatores do 
controle inadequado, e exporia a criança diabética a um alto risco de desenvolver 
complicações. Por outro lado, a rápida administração de insulina, logo após o 
diagnóstico, mostrou-se eficiente no controle glicêmico por pelo menos um ano 
após o início do tratamento, indicando que: diagnóstico precoce somado a 
intervenção imediata com insulina são as formas mais eficientes de controlar a 
glicemia de crianças com DM1 (MAZARELLO PAES et al., 2018). 
 
4.2.2. Biomarcadores de perfil lipídico 
 
 O perfil lipídico corresponde a quantificação sérica do colesterol total, 
HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicérides. Crianças com DM1 que 
apresentam controle glicêmico pobre, possuem propensão a desenvolver 
alterações lipídicas (JAMES; POMETTA, 1990; GUY, J. et al., 2009; XAVIER et 
al., 2013) 
Os resultados mostraram diferença significativa entre os grupos em todos 




concentrações maiores de colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol, bem 
como menor concentração de triglicerídeos quando comparado com o grupo 
controle (Tabela 2). Nossos resultados estão em concordância com outros 
trabalhos (GUY, J. et al., 2009; KRISHNAN, S. et al., 2011). 
 As concentrações de colesterol total e LDL-colesterol no grupo DM1 estão 
dentro do valor aceito por entidades como ADA e SBD, não caracterizando um 
quadro dislipidêmico nestes indivíduos (ADA, 2017; SBD, 2018). 
 O HDL-colesterol, preditor de proteção para risco cardiovascular, também 
possui concentrações elevadas no grupo DM1 quando comparado ao grupo 
controle, o que apesar de contraditório, já foi descrito em trabalhos anteriores 
(GUY, J et al., 2009; SNELL-BERGEON et al., 2010; KRISHNAN, S et al., 2011). 
 O perfil lipídico é reflexo do mau controle glicêmico dos pacientes DM1, e 
representa aumento do risco cardiovascular por elevar as concentrações séricas 
de colesterol total e LDL-colesterol (TELES; FORNÉS, 2012). 
 Crianças com DM1 exibem alto risco cardiovascular, proporcional a um 
histórico de infarto do miocárdio. A aterosclerose é lenta e gradual na infância 
em indivíduos saudáveis, mas torna-se um processo de curso acelerado em 
indivíduos com DM1, podendo levar a eventos coronários ainda durante a 
infância ou já na idade adulta. As complicações vasculares decorrentes do DM1 
são resultado, dentre outros fatores, de uma função endotelial anormal, que está 
associada a episódios como hiperglicemia e elevação da concentração de LDL-
colesterol. O controle glicêmico intensivo ainda é a melhor forma de retardar os 
danos vasculares decorrentes do DM1 e pode interferir na velocidade de 
progressão da aterosclerose (ROBINSON, 2009). No DM1, a insulina utilizada 
para controle da hiperglicemia, quando ajustadas a doses coerentes a cada 
paciente, dificilmente leva a aberrações do metabolismo lipídico e auxilia a 
reduzir o risco cardiovascular (ATHYROS et al., 2018). 
  
4.2.3. Biomarcador de perfil nutricional 
 
 Não houve diferença na concentração de albumina (P=0,901) nos grupos 
em estudo (Tabela 2), e as concentrações observadas em ambos os grupos 
permanecem no intervalo de referência, indicando que não há sinais de perda 




 A albumina é a proteína plasmática mais abundante do soro humano, 
representando uma fração de 50% das proteínas totais. Sua molécula é 
constituída de 584 aminoácidos e suas funções vão desde a manutenção do 
volume plasmático circulante, transporte de uma ampla gama de substâncias 
como ácidos graxos, cortisol e drogas, até a oferta de aminoácidos para tecidos 
periféricos. Sua síntese é exclusivamente empreendida pelo fígado e 
responsável pelo consumo de 6% da oferta diária de nitrogênio advindo da 
alimentação (DOS SANTOS et al., 2004).  
 Diminuição da concentração de albumina pode resultar da diminuição de 
sua síntese, aumento de sua metabolização, aumento da distribuição no fluido 
extracecular, ou perda por desordens gastrointestinais ou glomerulares, 
queimadura e outras lesões (RIFAI; HORVATH; WITTWER, 2018). 
 Pacientes com diabetes apresentam alto risco de sofrerem lesão renal. 
Doença renal em estágio final requerendo diálise ou transplante se desenvolve 
em 1/3 dos pacientes com DM1 (REDDI; CAMERINI-DAVALOS, 1990). 
Proteinúria persistente detectável por testes laboratoriais de triagem (taxa de 
excreção de albumina urinária ≥200 μg/min) indica nefropatia diabética 
manifesta. Está associado à doença de longa data e não é usual em menos de 
5 anos após o início do DM1 (RIFAI; HORVATH; WITTWER, 2018).  
 
4.2.4. Biomarcador de função renal  
 
 Em diabéticos, como resultado do mau controle glicêmico, complicações 
vasculares podem se manifestar, dentre elas, a nefropatia diabética. Essa 
condição é um quadro crônico de alta prevalência e elevada mortalidade que 
afeta a sobrevida desses indivíduos (MURUSSI et al., 2003) 
 A dosagem de creatinina é utilizada na avaliação da filtração glomerular, 
uma vez que, em condições fisiológicas, até 28% de sua depuração em humanos 
é via secreção tubular. Trata-se de um biomarcador com pequena variação 
biológica, que possibilita avaliar a filtração glomerular, bem como diagnóstico e 
monitoramento refinado da progressão de doença renal (KIRSZTAJN; BASTOS; 
ANDRIOLO, 2011). 
 Embora os valores de creatinina diferiram de forma significativa (P<0,001) 




(0,7 mg/dL) quando comparado ao do grupo controle (0,6 mg/dL), estes valores 
estão dentro do intervalo de referência (0,32-0,71 mg/dL), indicando ausência de 
lesão renal manifesta (CERIOTTI et al., 2008). 
 
4.2.5. MMP-2 sérica 
 
 Na população em estudo, os grupos apresentaram concentrações 
semelhantes de MMP-2 no soro (P=0,061) (Tabela 2), de forma discordante com 
Tharikill e colaboradores (2007) que encontraram maiores concentrações 
plasmáticas no grupo DM1 quando comparada ao grupo controle, mas vale 
ressaltar que a idade média do grupo DM1 deste estudo foi de 19,3 ± 6,0, ou 
seja, maior do que a dos indivíduos deste trabalho e possivelmente com maior 
tempo de convivência com complicações da doença. 
Os dados com relação a atividade das MMPs no DM são contraditórios. 
Lan e colaboradores (2008) mostraram que cultura de queratócitos tratadas com 
altas concentrações de glicose por 3 dias exibiram diminuição na quantidade de 
RNAm de MMP-2 e MMP-9. Concentrações diminuídas de MMP-2 foram 
observado no soro de pacientes com DM2 (RYSZ et al., 2007; POTERYAEVA et 
al., 2018) e DM2 com nefropatia diabética (RYSZ et al., 2007). De forma 
contraditória, alguns estudos mostraram concentrações aumentadas de MMP-2 
no DM2 (LEE, S. W. et al., 2005; SIGNORELLI et al., 2005; DEROSA et al., 2007; 
BERANEK et al., 2008), no DM1 (THRAILKILL et al., 2007) e em condições como 
micro e macroalbuminuria, retinopatia proliferativa e doença cardiovascular, num 
estudo com pacientes europeus (PEETERS et al., 2015). Também foi mostrado 
aumento da expressão de diferentes MMPs, dentre elas a MMP-2, em tecidos 
de retina de pacientes com retinopatia diabética proliferativa (SALZMANN et al., 
2000). 
 
4.3. Análises moleculares  
 
4.3.1. Polimorfismo rs2285053 (-735 C>T) do gene MMP-2 
 
 A genotipagem do polimorfismo rs2285053 no gene MMP-2 foi feita por 




HinfI (Figura 10). A figura 11 traz o perfil eletroforético das amostras após 
tratamento com a enzima de restrição. 
 
FIGURA 10 - MAPA DE DIGESTÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS OBTIDOS PELA 
DIGESTÃO COM A ENZIMA HinfI PARA O POLIMORFISMO rs2285053 
 
A: O mapa de restrição do amplicon de 391 pb do gene MMP-2. As setas indicam o sítio de 
restrição reconhecido pela enzima Hinf I. O “X” indica a ausência deste sítio na presença do alelo 
selvagem rs2285053C e, consequentemente, falta de reconhecimento e subsequente clivagem, 
não alterando o fragmento inicial com 391 pares de base. Na presença do alelo T há 
reconhecimento e clivagem pela enzima, gerando fragmentos de 391 e 338 pares de base. B: 
Fragmentos esperados para os genótipos do polimorfismo rs2285053 C>T do gene MMP-2. 
Genótipo CC = 391 pb, CT = 391 pb + 338 pb e TT = 338 pb. 





FIGURA 11 - PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO PARA O 
POLIMORFISMO rs2285053 DO GENE MMP-2 
  
Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (TBE 1X) dos fragmentos de restrição gerados pela 
enzima HinfI. Linha MM: Marcador de Massa Molecular de 100 pb; Linha 1: amostra sem corte; 
Linha 2, 3, 5, 6, 7 e 8: Homozigoto CC (391 pb); Linha 4: Heterozigoto CT (391 + 338 pb); Linha 
9: Homozigoto raro TT (338 pb). Ao lado direito, a massa molecular esperada para os fragmentos 
de restrição. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
As frequências genotípicas e alélicas para o polimorfismo rs2285053 do 
gene MMP-2 e as comparações entre os grupos controle e DM1 estão descritas 
na Tabela 3. 
 
TABELA 3 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS PARA O POLIMORFISMO rs2285053 
NOS GRUPOS EM ESTUDO 







C/C 142 (91.6%) 143(98.6%)  
0.019 C/T 9 (5.8%) 1 (0.7%) 








Dominante CC vs 
CT+TT 
142/13 143/2 0.007 
Recessivo TT vs 
CC+CT 
4/151 1/144 0.372 
Genótipos n(%); 95%IC: intervalo de confiança de 95%; P, probabilidade 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 Não houve diferença nas frequências genotípicas para o modelo 
codominante, entre os grupos controle e DM1 (P=0,019), mas houve diferença 
nas frequências alélicas (p=0,002), evidenciando que o polimorfismo rs2285053 




Portadores do alelo T tem risco 5 vezes menor de desenvolver DM1 com razão 
de chance (Odds Ratio, OR) 0.18 (95%IC 0.05-0.62), quando comparado aos 
portadores do alelo C. 
 A Tabela 4 compara as frequências genotípicas e alélicas deste estudo 
com as de outras populações. 
A frequência do alelo T no grupo saudável foi de 5,5% (95%IC 3-8%), 
sendo inferior as frequências observadas em grupos controle descritas em 
outras populações Brasileiras (BELO et al., 2013; RITTER et al., 2018) ou 
Caucasóide (LIUTKEVICIENE, LESAUSKAITE et al., 2015).  
 Não foi encontrado a frequência do alelo T para este polimorfismo em 
pacientes com DM1, impossibilitando a análise. 
 
TABELA 4 - COMPARAÇÃO DAS FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 
POLIMORFISMO rs2285053 DO GENE MMP-2 COM A LITERATURA 
MMP-2, rs2285053 Genótipo (%) Alelo 
MAF (%) 
Grupo étnico Característica  N CC CT TT T 
Presente estudo DM1 145 98,6 0,7 0,7 1 
Controle 155 91,6 5,8 2,6 5,5 
Brasileiros  
(RITTER et al., 
2018) 
Obesidade  63 82 18 0 9 
Controle 57 82 16 2 10 
Lituanos 
(LIUTKEVICIENE 
et al., 2015) 
AMD 148 85,1 14,2 0,7 8 
Controle  526 78,9 20 1,1 11 
Brasileiros  
(BELO et al., 
2013) 
Obesidade  126 87 11 2 8 






119 81 17 0,8 10 
Hipertensão  
moderada 
136 68 29 2 17 
Indianos 
(SHARMA et al., 
2012) 
CVB 410 70,7 27,3 2 16 
Controle 230 81,7 17,4 0,9 10 
Chineses  
(YANG, J. et al., 
2010) 
Retinoapatia 151 63,6 33,1 3,3 19,9 
Controle  150 70,7 26,7 2,7 16 
Taiwaneses  
(HSU et al., 2019) 
Leucemia  266 62,8 31,6 5,6 21,4 
Controle  266 66,2 29,3 4,5 19,2 
Abreviações: AMD (degeneração macular relacionada à idade), CVB (carcinoma de vesícula 
biliar). 





 As frequências genotípicas e alélicas para este polimorfismo em ambos 
os grupos não estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE: p=<0,001), e isto 
pode justificar a ausência de similaridade da frequência do alelo T do nosso 
estudo com outras populações Brasileiras (Tabela 4). O tamanho amostral pode 
explicar essa condição, devido ao pequeno número de indivíduos com genótipo 
TT nos grupos controle (4) e DM1 (1).  
A associação do polimorfismo como fator de proteção ao DM1, observada 
neste estudo, é suspeita, carecendo de um número amostral maior. O aumento 
do tamanho amostral levaria a uma elevação no número de genótipos de menor 
frequência, provavelmente conduzindo as frequências genotípicas e alélicas ao 
equilíbrio de Hardy-Weinberg, e sustentaria a associação protetiva do 
polimorfismo na população estudada ou a descartaria. 
 O equilíbrio de Hardy-Weinberg é um método aplicado para detectar erros 
de genotipagem que se baseia no pressuposto de que: em uma grande 
população de acasalamento aleatório, as frequências genotípicas devem cumprir 
as proporções de HWE. São elas: a) as frequências alélicas permanecerão 
constantes em diferentes gerações, independendo do alelo ser menos frequente 
ou comum; b) desvios destas proporções podem ser explicados por mutações, 
seleção de genótipos para transmissão à prole, fluxo gênico entre populações, 
adaptação e consanguinidade (NAMIPASHAKI; RAZAGHI-MOGHADAM; 
ANSARI-POUR, 2015; CHEN; COLE; GROND-GINSBACH, 2017). 
 Não houve associação do polimorfismo rs2285053 com as concentrações 
dos biomarcadores de controle glicêmico, perfil lipídico, função renal, perfil 
nutricional e MMP-2 sérica na população estudada.  
  
4.3.2. Polimorfismo rs243865 (-1306 C>T) do gene MMP-2 
 
A genotipagem do polimorfismo rs243865 no gene MMP-2 foi feita por 
PCR-RFLP, onde o fragmento de 193 pb foi tratado com a enzima de restrição 
XspI. A enzima reconhece a sequência CTTAG, assim só há restrição quando o 
alelo T está presente. 
A Figura 12 mostra o sítio reconhecido pela enzima de restrição utilizada 
na genotipagem do polimorfismo rs243865, e o perfil de fragmentos esperados 




A Figura 13 traz o perfil eletroforético dos fragmentos gerados após o 




FIGURA 12 - MAPA DE DIGESTÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS OBTIDOS PELA 
DIGESTÃO COM A ENZIMA XspI PARA O POLIMORFISMO rs243865 
 
A: O mapa de restrição do produto de PCR (193 pb) do gene MMP-2. As setas indicam o sítio de 
restrição reconhecido pela enzima Xsp I. O “X” indica a ausência parcial deste sítio na presença 
do alelo selvagem rs243865C e, consequentemente, falta completa no reconhecimento e 
subsequente clivagem, não alterando o fragmento inicial com 188 pares de base. Na presença 
do alelo T, há reconhecimento e clivagem pela enzima, gerando fragmentos de 188 e 162 pares 
de base. B: Fragmentos esperados para os genótipos do polimorfismo rs243865 C>T do gene 
MMP-2. Genótipo CC = 188 pb, CT = 188 pb + 162 pb e TT = 162 pb. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 
FIGURA 13 - PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO PARA O 
POLIMORFISMO rs243865 DO GENE MMP-2 
 
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (TBE 1X) dos fragmentos de restrição gerados pela 




Linha 2, 3, 5, 7, 8 e 9: Homozigoto CC (188 pb); Linha 4 e 10: Heterozigoto CT (188 + 162 pb); 
Linha 6: Homozigoto raro TT (162 pb). Ao lado direito, a massa molecular esperada para os 
fragmentos de restrição. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 A Tabela 5 exibe os resultados das frequências genotípicas e alélicas do 
polimorfismo rs243865 do gene MMP-2 para os grupos deste estudo. 
 
TABELA 5 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS PARA O POLIMORFISMO rs243865 
NOS GRUPOS EM ESTUDO 







C/C 110 (70.9%) 108(74.5%)  
0.274 C/T 38 (24.5%) 35 (24.1%) 








Dominante CC vs 
CT+TT 
110/45 108/37 0.495 
Recessivo TT vs 
CC+CT 
7/148 2/143 0.175 
Genótipos n(%); 95%IC: intervalo de confiança de 95%; P, probabilidade 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 As frequências alélicas (P=0,256) e genotípicas (P=0,274), nos modelos 
dominate (P=0,495) e recessivo (P=0,175), não diferiu de forma significativa 
entre os grupos. Não havendo, portanto, associação do polimorfismo rs243865, 
na população estudada, a risco ou proteção ao DM1. Essas mesmas 
frequências, observadas nos grupos saudável e doente, estão em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg (HWE P>0,05).  
 A Tabela 6 apresenta as frequências genotípicas e alélicas do 
polimorfismo rs243865 na população estudada, e compara com as frequências 
de outros estudos. 
  
TABELA 6 - COMPARAÇÃO DAS FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 
POLIMORFISMO rs243865 DO GENE MMP-2 COM A LITERATURA 
MMP-2, rs243865 Genótipo (%) Alelo 
MAF (%) 
Grupo étnico Característica  N CC CT TT T 
Presente estudo DM1 145 74,5 24,1 1,4 13,4 
Controle 155 70,9 24,5 4,6 16,8 
Brasileiros  
(BELO et al., 
2013) 
Obesidade 126 75 22 3 14 









119 74 25 0,8 13 
Hipertensão 
moderada 
136 64 33 2 19 
Indianos 
(SHARMA et al., 
2012) 
CVB 410 67,8 31,2 1 17 
Controle  230 77 22,2 0,9 12 
Taiwaneses 
(HSU et al., 2019) 
Leucemia  266 75,2 23,7 1,1 13 
Controle  266 69,2 28,9 1,9 16,4 
Chineses 
(LIU, O. et al., 
2016) 
AD 172 77,4 22,1 0,5 11,6 
Controle  439 79,5 19,8 0,7 10,6 
Chineses  
(LIU, J. W.; 
CHEN, 2018) 
HPS 152 63,2 34,2 2,6 19,7 
Controle 152 69,7 27,0 3,3 16,8 
Chineses  
(LIN, C. M. et al., 
2017)  
LLA 376 63,3 30,6 6,1 21,4 
Controle 352 79,8 17,9 2,3 11,2 
Chineses  
(SUN et al., 2013) 
Espondilite 
anuilosante 
100 91 8 1 5 
Controle  520 80,8 18,3 1 10,1 
Chineses  
(SUN et al., 2013) 
Artrite 
reumatóide 
520 78,8 19,6 1,5 11,3 






Neurite óptica  62 71 29 0 14,5 





et al., 2018) 
AMD 267 58,8 31,5 9,7 25,5 
Controle  318 59,75 33,96 6,29 23,3 
Abreviações: CVB (carcinoma de vesícula biliar), AD (dissecação aórtica), HPS (síndrome 
hepatopulmonar), LLA (leucemia linfoblástica aguda), AMD (degeneração macular relacionada à 
idade). Os valores em negrito e itálico correspondem às frequências dentro do intervalo de 
confiança da frequência do alelo de menor frequência deste estudo (13–21%) descrita na tabela 
6. 
Fonte: O autor, 2019 
 
 A frequência do alelo de menor frequência (T), no grupo controle do 
presente estudo foi de 16.8% (95%IC 13-21%), semelhante a frequência 
observada em outros estudos realizados na população Brasileira (BELO et al., 
2013), inferior a de Caucasoides (LIUTKEVICIENE, VILKEVICIUTE et al., 2018) 
e em geral superior a de Asiáticos (SUN et al., 2013; LIU, O. et al., 2016; LIN, C. 
M. et al., 2017). 
 A frequência do mesmo alelo no grupo DM1 deste estudo, foi de 13,4% 
(95%IC 10-17%), contudo não foi encontrada na literatura estudos avaliando 




 Houve associação do polimorfismo rs243865 com concentração de 
marcador bioquímico de perfil lipídico, especificamente, HDL-colesterol no grupo 
DM1, como demonstrado pela Figura 14. 
 
FIGURA 14 - ASSOCIAÇÃO DOS GENÓTIPOS CT+TT DO POLIMORFISMO rs243865 E AS 
CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE HDL-COLESTEROL NO GRUPO DM1 
 
Os resultados são apresentados como média e desvio padrão (barras horizontais). Comparações 
entre os genótipos CC vs CT+TT com o teste t (bidirecional) apresentaram para os grupos 
controle (P=0,884) e DM1 (P=0,002). Probabilidade (P) significativa (P<0,005). 
Fonte: O autor, 2019. 
 
Na presença do alelo T (genótipos CT+TT) do polimorfismo rs243865 a 
concentração de HDL-colesterol é superior à dos portadores do alelo C em 
homozigose (CC) somente no grupo DM1. 
Miksztowicz e colaboradores (MIKSZTOWICZ et al., 2012) observaram 
correlação entre MMP-2 e perfil lipídico aterogênico. Reportaram também 
correlação inversa com as concentrações plasmáticas de HDL-C e atividade de 
MMP-2. Esta associação inversa entre o HDL-C e a atividade de MMP-2 também 
foi encontrada em um estudo com pacientes coronarianos (MUZZIO et al., 2009).  
Os polimorfismos funcionais -1306 C>T (rs243865) e -735 (rs2285053) 
estão localizados no sítio de ligação do ativador transcricional Sp1, e a presença 
do alelo de menor frequência (T) de ambos os polimorfismos está relacionada 
com a diminuição de transcrição de MMP-2, estando assim associados a 
menores concentrações da proteína (PRICE; GREAVES; WATKINS, 2001; 
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FIGURA 15 - MECANISMO DE RUPTURA DA SEQUÊNCIA CONSENSO SP1 PELOS 
POLIMORFISMOS FUNCIONAIS DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE MMP-2 rs2285053 E 
rs243865 
 
Na presença do alelo C, o sítio de reconhecimento do fator de transcrição Sp1, conhecido como 
sequência consenso Sp1, não é alterado, permitindo a ligação do fator de transcrição, e 
consequentemente, expressão do gene. Polimorfismo funcionais como os rs2285053 e rs243865 
geram uma ruptura desta sequência consenso, inibindo reconhecimento do fator de transcrição 
e a expressão da proteína. 
Fonte: Adaptado de Saha e colaboradores (2008) e Yan e colaboradores (YANG, J. et al., 2010) 
 
Belo e colaboradores (2013) encontraram associação entre o genótipo CC 
para o polimorfismo -1306 C>T (rs243865) com maior atividade de MMP2 e 
obesidade em crianças e adolescentes. 
Em nosso estudo, não encontramos diferença de concentração de MMP-2 
entre os grupos controle e DM1 (Tabela 2) e nem associação da concentração 
de MMP-2 com os polimorfismos funcionais -1306 C>T (rs243865) e -735 
(rs2285053). Contudo, a quantificação por ELISA não permite a detecção 
apenas da forma ativa da enzima. 
Considerando que estudos clínicos mostraram efeito do aleto T do 
polimorfismo -1306 C>T (rs243865) na transcrição de MMP-2 (YU et al., 2004) e 
nas concentrações circulantes de MMP-2 (THRAILKILL et al., 2007),  a presença 




negativa entre as concentrações de MMP-2 com o HDL-C (MUZZIO et al., 2009; 
MIKSZTOWICZ et al., 2012), estes dados suportam a correlação dos genótipos 
CT+TT do polimorfismo rs243865 e a concentração de HDL-colesterol no grupo 
DM1 encontrada neste estudo (Figura 15). 
 
4.3.3. Polimorfismo rs237025 do gene SUMO4 
 
A Figura 16 mostra a representação esquemática do perfil de fragmentos 
encontrados conforme os genótipos do polimorfismo rs237025. 
 
 
FIGURA 16 - MAPA DE DIGESTÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS OBTIDOS 
PELA DIGESTÃO COM A ENZIMA MseI PARA O POLIMORFISMO rs237025 
 
A: O mapa de restrição do produto de PCR (181 pb) do gene SUMO4. As setas indicam o sítio 
de restrição reconhecido pela enzima MseI. O “X” indica a ausência deste sítio na presença do 
alelo rs243865G e, consequentemente, falta no reconhecimento e subsequente clivagem, 
permanecendo o fragmento inicial de 181 pares de base inalterado. Na presença do alelo A há 
reconhecimento e clivagem pela enzima, gerando fragmentos de 181 e 161 pares de base. B: 
Fragmentos esperados para os genótipos do polimorfismo rs237025 A>G do gene SUMO4. 
Genótipo AA = 181 pb, AG = 181 pb + 161 pb e GG 181 pb. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
A Figura 17 traz o perfil eletroforético obtido da PCR-RFLP para o 
polimorfismo rs237025 no gene SUMO4. A análise dos fragmentos gerados após 
a digestão do amplicon de 181 pb com a enzima de restrição MseI permite a 





FIGURA 17 - PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO PARA O 
POLIMORFISMO rs237025 DO GENE SUMO4 
 
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (TBE 1X) dos fragmentos de restrição gerados pela 
enzima MseI. Linha MM: Marcador de Massa Molecular de 100 pb; Linha 1: amostra sem corte; 
Linha 2, 5, e 7: Heterozigoto AG (181 + 161 pb); Linha 3, 4, 8 e 10: Homozigoto AA (161 pb); 
Linha 6 e 9: Homozigoto GG (181 pb).  Ao lado direito, a massa molecular esperada para os 
fragmentos de restrição. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
A Tabela 7 mostra as frequências genotípicas e alélicas para o 
polimorfismo rs237025 do gene SUMO4 e as comparações entre os grupos 
controle e DM1. 
 
TABELA 7 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS PARA O POLIMORFISMO rs237025 
NOS GRUPOS EM ESTUDO 







A/A 38 (24.5%) 71 (48.9%)  
<0.001 A/G 87 (56.1%) 61 (42.1%) 








Dominante AA vs 
AG+GG 
38/117 71/74 <0.001 
Recessivo GG vs 
AA+AG 
30/125 13/132 0.010 
Genótipos n(%); 95%IC: intervalo de confiança de 95%; P, probabilidade. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 As frequências genotípicas, alélicas, no modelo dominante (P<0,001) e 
recessivo (P=0,010) foram significativamente diferentes entre os grupos controle 
e DM1 do presente estudo, indicando que, na população estudada, os alelos A 
e G foram associados ao DM1, como fator de risco e proteção, respectivamente. 
 A frequência do alelo G no grupo controle (47,4%) diferiu de forma 




característica protetiva ao DM1, (Odds Ratio, OR) 0,48 (95%IC 0,34-0,66). 
Indivíduos portadores de alelo G possuem 2 vezes menos chance de 
desenvolver a doença. 
 A frequência do alelo A, também foi significativamente distinta entre os 
grupos controle e DM1 do presente estudo, (Odds Ratio, OR) 2,10 (95%IC 1,50-
2,94). Portadores deste alelo possuem 2 vezes mais chance de desenvolver a 
doença. 
 A Tabela 8 mostras as comparações das frequências deste estudo com 
outros realizados em outras populações. 
 
TABELA 8 - COMPARAÇÃO DAS FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 
POLIMORFISMO rs237025 DO GENE SUMO4 COM A LITERATURA 
SUMO4, rs237025 Genótipo (%) Alelo 
MAF (%) 
Grupo étnico Característica  N AA AG GG T 
Presente estudo DM1 145 48,9 42,1 9 30 










DM1 170 17,7 54,7 27,6 55 
Controle  151 20,6 53,6 25,8 52,6 
DM1 244 19,3 46,7 34 57,4 
Controle  274 29,9 48,9 21,2 45,6 
DM1 96 41,6 53,2 5 31,8 
Controle  191 49,8 40,8 9,4 29,8 
DM1 96 41,2 40 18,8 38,5 
Controle  188 46,4 45,7 7,9 30,9 
DM1 97 31,9 48,5 19,6 43,8 
Controle  112 46,4 42,9 10,7 32,1 
(GUO, D. et al., 2004)  
EUA (Flórida) 
(QU et al., 2005) 
DM1 197 20,8 45,7 33,5 56,3 
Controle  1060 24,3 50,4 25,3 50,5 
Coreanos  
(ZHANG et al., 
2017) 
DM1 386 38 48,5 13,5 37,7 




DM1 472 41,3 49,6 9,1 33,9 
Controle  641 50,1 40 9,9 30 
DM1 69 42 45 13 35,5 
Controle  102 44,1 33,3 10,8 27,5 




DM1 411 41,4 48,9 9,7 34,2 
Controle  551 50,1 39,9 10 29,9 
Britânicos 
(ZHANG et al., 
2017) 
DM1 3442 22,1 51,7 26,2 51,8 
Controle  3788 24,4 49 26,6  51,1 
Taiwaneses  DM2 normo 253 52,6 40,7 6,7 27,1 





pelo status de 
albumina  
(LIN, H. Y. et al., 
2007) 
DM2 macro 65 36,9 46,2 16,9 40 
Indianos (SINHA 
et al., 2016) 
Nefropatia 
diabética 
201 26,3 44,3 29,4 51,5 




Psoríase 85 21,4 53,6 25 51,8 
Controle 80 30,4 50 19,6 44,6 
Os valores em negrito e itálico correspondem às frequências dentro do intervalo de confiança da 
frequência do alelo de menor frequência deste estudo (13–21%) descrita na tabela 7. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 A frequência do alelo G no grupo DM1, considerando o intervalo de 
confiança, foi 30% (95%IC 25-35%) se assemelhando com estudos de outras 
populações como Taiwaneses (31,8%), Coreanos (43,8%) (GUO, D. et al., 2004) 
e Japoneses (33,9) (NOSO et al., 2006). 
 A frequência deste alelo no grupo controle, considerando o mesmo 
intervalo de confiança, foi 47,4% (95%IC 42-53%), também se assemelha a 
frequências encontradas em estudos com Indianos (42,8%) (SINHA et al., 2016) 
e Sauditas (44,6%) (ALZOLIBANI et al., 2015), além de Europeus Espanhóis 
(52,6%) Americanos Estadunidenses (45,6%) (GUO, D. et al., 2004) e Europeus 
Britânicos (51,1%) (ZHANG et al., 2017). 
 Ambos os alelos já foram associados ao DM1. Alelo A nos trabalhos de 
(KOSOY; CONCANNON, 2005) e (SINHA et al., 2016). Alelo G Nos relatos de 
(ZHANG et al., 2017). 
 A associação com biomarcadores e dados antropométricos mostrou 
associação dos genótipos GG, no grupo DM1 com aumento de IMC. Esses 
resultados sugerem que indivíduos com tal genótipo tem aumento do índice de 





FIGURA 18 - EFEITO ENTRE GENÓTIPOS DE SUMO4 rs237025 SOBRE O ÍNDICE DE 
MASSA CROPÓREA (IMC) E O Z-SCORE 
 
Os resultados são apresentados como média e desvio padrão (barras horizontais) para IMC e 
média para o Z-score.  
IMC, ANOVA para grupo controle (P=0,884) e para DM1 (P=0,008). Analisado pelo teste t 
(bidirecional) os genótipos dois a dois, foi significativo a diferença entre IMC do genótipo AA x 
GG somente para o grupo DM1 (P=0,005). As demais comparações apresentaram P>0,05. 
Z-score ANOVA para grupo controle (P=0,0682) e para DM1 (P=0,078). Analisado pelo teste t 
(bidirecional) os genótipos dois a dois, foram significativas as diferenças entre Z-score dos 
genótipos AA x GG (P=0,035) e GA x GG (P=0,026) somente para o grupo DM1. As demais 
comparações apresentaram P>0,05. 
Fonte: O autor, 2019. 
 
 Esse achado, foi acompanhado de forma não significativa pelo Z-score, 































C o n t r o le D M 1











5. CONCLUSÕES  
 
 O polimorfismo rs2285053 do gene MMP-2 foi associado à 
proteção ao DM1; 
 O polimorfismo rs243865 do gene MMP-2 não foi associado a risco 
ou proteção ao DM1, mas a presença do alelo T nos genótipos 
CT+TT está associada a maiores concentrações de HDL-colesterol 
no grupo DM1; 
 Não houve associação dos rs2285053 e rs243865 do gene MMP-
2 com as concentrações plasmáticas de MMP-2 e nem diferença 
na concentração de MMP-2 entre os grupos controle e DM1; 
 O polimorfismo rs237025 do gene SUMO4 foi associado a risco, na 
presença do alelo A, e a proteção, na presença do alelo G, nos 
grupos estudados. Observou-se ainda que o genótipo GG está 
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